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Глава 25 


Репликация коронавирусов 

Кэтрин В. Холмс 1 


Коронавирусы — большие РНК-содержащие вирусы, которые 
имеют липопротеиновую оболочку. Они вызывают заболевания 
у человека и домашних животных (табл. 25.1). Сначала первые 
выделенные коронавирусы отнесли к ортомиксо- или парамик- 
совирусам, поскольку они напоминали последних по структуре 
и размерам частиц и также были выделены от больных при 
респираторных инфекциях [9]. Однако сейчас очевидно, что ко¬ 
ронавирусы представляют собой отдельную группу вирусов, во 
многом отличающихся от ортомиксо- и парамиксовирусов [89, 
113—115]. Коронавирусы содержат плюс-цепь РНК и обладают 
уникальным механизмом репликации. У них отсутствует нейра- 
минидазная активность, и они не связываются с рецепторами, 
содержащими сиаловую кислоту. Основные свойства коронави¬ 
русов приведены в табл. 25.2. 

Вначале коронавирусы были выделены в отдельную группу 
на основании морфологических отличий, хорошо заметных на 
негативно окрашенных препаратах вирионов (рис. 25.1, Л) [113]. 
Из оболочки вирусных частиц диаметром 80—160 нм выступают 
большие, хорошо различимые гликопротеиновые выступы в виде 
булав — пепломеры. Свое название коронавирусы получили бла¬ 
годаря сходству этих выростов с corona spinarum — терновым 
венцом вокруг головы святого на средневековых религиозных 
картинах (Z. Almeida, личное сообщение). Некоторым авторам 
протяженные, радиально расположенные выступы напоминают 
солнечную корону [113]. В течение многих лет впервые обнару¬ 
живаемые вирусы относили к группе коронавирусов только по 
их характерной морфологии [111], да и сейчас выделенные ко¬ 
ронавирусы идентифицируют с использованием негативного кон¬ 
трастирования. 

Поскольку многие коронавирусы плохо размножаются в 
культуре ткани, молекулярно-биологическое исследование их 
репликации отстает от аналогичных исследований других виру¬ 
сов. Лишь недавно были установлены характерные биохимиче- 


1 Kathryn V. Holmes, Department of Pathology, Uniformed Services Univer¬ 
sity of the Health Sciences, Bethesda, Maryland 20814. 
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Таблица 25.1. Коронавирусы: названия, природные хозяева и заболевания 


Антигенная 

группа 

Вирус і 

Хозяин 

Респиратор¬ 

ная инфек¬ 
ция 

Кишечная 

инфекция 

Гепатит 

Нейро¬ 

инфекция 

Другие 

инфекции * 

I 

НСѴ-229Е 

Человек 

+ 






TGEV 

Свинья 

+ 

+ 



+ 


ССѴ 

Собака 


+ 





FECV 

Кошка 


+ 





FIPV 

» 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

II 

HCV-OC43 

Человек 

+ 






МНѴ 

Мышь 

+ 

+ 

+ 

+ 



НЕѴ 

Свинья 

+ 

+ 


+ 



ВСѴ 

Корова 


+ 





RbCV 

Кролик 


+ 



+ 

III 

ІВѴ 

Курица 

+ 




+ 

IV 

ТСѴ 

Индюк 

+ 

+ 




Неклассифици¬ 

НЕСѴ 

Человек 


+? 




рованные 








вирусы 









* Сокращения: HCV-229E — респираторный коронавирус человека; TGEV — вирус 
инфекционного гастроэнтерита свиней; ССѴ — коронавирус собак; FECV — кишечный 
коронавирус кошек; FIPV — вирус инфекционного перитонита кошек; НСѴ-ОС43 — 
респираторный коронавирус человека; МНѴ — вирус гепатита мышей; НЕѴ — гемагглю- 
тинирующий вирус энцефаломиелита свиней; ВСѴ — коронавирус крупного рогатого 
скота; RbCV — коронавирус кроликов; ІВѴ — вирус инфекционного бронхита птиц; 
ТСѴ — коронавирус индюков (болезнь синего гребешка у индюков); НЕСѴ — кишеч¬ 
ный коронавирус человека. 

3 Другие инфекции включают такие болезни, как инфекционный перитонит, нефрит, 
панкреатит, низкорослость и аденит. 


Таблица 25.2. Свойства коронавирусов 


Структура 

Сферический вирион диаметром 80—160 нм 
Оболочка с большими, далеко отстоящими друг 
от друга пепломерами 

Спиральный нуклеокапсид диаметром 10—20 нм 

Геномная РНК 

Плюс-цепь 

Одна молекула: мол. масса 5,5- ІО 6 
Полиаденилирована, имеет кэп 

Может служить в качестве мРНК 

Структурные белки 

Пепломерный гликопротеин Е2 (180—200 К) 
Нуклеокапсидный фосфопротеин N (50—60 К) 
Матриксный гликопротеин Е1 (23—30 К) 

Биологическая и фермен¬ 

Слияние клеток 

тативная активность 

Гемагглютинация 1 

вирионов 

Протеинкиназа 

Место почкования 

Мембраны ШЭР и аппарата Гольджи 

мРНК 

Перекрывающийся набор мРНК с общим З'-кон- 
цом 

При трансляции гена на б'-конце каждой мРНК 
образуется 1 полипептид 


* Не все коронавирусы вызывают гемагглютинацию. 
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Рис. 25.1. Полученные методом негативного контрастирования фотографии пре¬ 
паратов респираторного коронавируса человека HCV-OC43 (А) и кишечного 
коронавируса человека НЕСѴ (Б). Коронавирусы легко отличить от других 
вирусов с оболочкой по большим, далеко отстоящим друг от друга пепломе- 
рам, или «шипам», которые образуют вокруг вирусных частиц «корону». 
Х90 000. (Рис. Б взят из [22] с согласия авторов.) 

ские особенности коронавирусов [88, 104] (табл. 25.2), иденти¬ 
фицированы классы мРНК, их нуклеотидные последовательно¬ 
сти, а также структурные белки. Это облегчает идентификацию 
новых выделяемых вирусов и отнесение их к группе коронави¬ 
русов. Изучению эпидемиологии и патогенеза коронавирусных 
инфекций по-прежнему мешает трудность выделения коронави¬ 
русов от больных. Например, некоторые респираторные корона¬ 
вирусы человека (НСѴ) могут быть выделены только с приме¬ 
нением органных культур трахеи зародыша человека или сли¬ 
зистой носа [51]. Морфологически похожие на коронавирусы 
частицы, которые можно видеть на электронно-микроскопиче¬ 
ских препаратах кала человека, до сих пор не удается размно¬ 
жить [65]. Причина видовой специфичности и ограниченности 
круга хозяев при репликации коронавирусов в настоящее вре¬ 
мя неясна. 

Структура вирионов 

Общая схема структуры коронавирусов показана на рис. 25.2 
[104]. Вирусный геном представляет собой одноцепочечную РНК 
(плюс-цепь) длиной от 16 до 21 kb. Как и в случае других 
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Рис. 25.2. Модель коронавируса. Вирусный нуклеокапсид представляет собой 
протяженную, гибкую спираль, содержащую геномную плюс-РНК (мол. масса 
5,5- ІО 6 ) и большое число молекул фосфорилированного нуклеокапсидного бел¬ 
ка N (50—60К). Вирусная оболочка состоит из липидного бислоя, образующе¬ 
гося из внутриклеточной мембраны клетки-хозяина, и двух вирусных гликопро¬ 
теинов, ЕД (20—ЗОК) и Е2 (180—200К). Пепломеры состоят из молекул Е2. 
Матриксный гликопротеин Е1 пронизывает липидный бислой и взаимодейст¬ 
вует с нуклеокапсидом внутри вирусной частицы. 

вирусов, содержащих плюс-цепь РНК, геномная РНК корона- 
вирусов инфекционна при введении в клетки эукариот [57, 83]. 
Молекулы основного фосфопротеина N (50—80 К), взаимодей¬ 
ствуя с геномной РНК, образуют гибкий, протяженный нуклео¬ 
капсид, обладающий спиральной симметрией [15, 66, 98, 103]. 
В зависимости от плоскости сечения на тонких срезах вирионов 
такие спиралеобразные нуклеокапсиды видны в виде «бублика» 
или трубчатой нити диаметром 9—11 нм. Нуклеокапсид окру¬ 
жен липопротеиновой оболочкой, формирующейся из шерохова¬ 
того эндоплазматического ретикулума (ЭР) или аппарата Голь¬ 
джи зараженных клеток [21, 23, 69, 75]. Оболочка состоит из 
липидного бислоя, включающего два вирусных гликопротеина, 
El и Е2, основные свойства которых приведены в табл. 25.3 
[26, 103, 107]. Соотношение структурных белков в вирионе — 
8N : 16 Е1 : 1 Е2 [107]. 

Гликопротеин Е1 (20—ЗОК) является трансмембранным бел¬ 
ком, который в некоторых отношениях существенным образом 
отличается от гликопротеинов других вирусов [33, 88, 104]. Он 
погружен в оболочку довольно глубоко, так что на наружной 
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Таблица 25.3. Функции коронавирусных гликопротеинов 


Пепломерный гликопротеин Е2 

Антирецептор; связывается с рецепторами клетки-хозяина 
Вызывает слияние клеток 1 

Может вызывать слияние вирусной оболочки с мембраной клетки 1 
Индуцирует образование нейтрализующих антител 
Вызывает иммунитет, опосредованный клетками 
Матриксный гликопротеин Е1 

Обеспечивает почкование от мембран ШЭР и аппарата Гольджи 
Образует вирусную оболочку 
Взаимодействует с вирусным нуклеокапсидом 


1 По-видимому, активируется при протеолитическом расщеплении. 


поверхности липидного бислоя оказывается лишь небольшой гли¬ 
козилированный N -концевой участок белка [80, 103]. Последо¬ 
вательность аминокислот Е1, определенная по нуклеотидной по¬ 
следовательности клонированного гена, дает основания предпо¬ 
лагать, что два гидрофобных домена гликопротеина погружены 
в липидный бислой, а большой домен расположен непосредст¬ 
венно под бислоем [3, 17]. Такая локализация гликопротеина El 
подтверждается также опытами по синтезу El in vitro [80]. 
Функции El, по-видимому, такие же, как и у негликозилирован- 
ных матриксных белков ортомиксо-, парамиксо- и рабдовиру- 
сов, которые способствуют включению нуклеокапсида в оболоч¬ 
ку вируса при почковании. В отличие от другие вирусных глико¬ 
протеинов Е1 не переносится на плазматическую мембрану [33, 
104]. Его накопление происходит в аппарате Гольджи, и поэтому 
именно здесь, а не на плазматической мембране протекает про¬ 
цесс почкования коронаровирусов [33]. В отличие от большин¬ 
ства других вирусных гликопротеинов, у которых гликозилиро¬ 
ваны аспарагиновые остатки, гликопротеины El некоторых коро¬ 
навирусов гликозилированы по сериновым и треониновым остат¬ 
кам [34, 72, 73]. Антитела к Е1 нейтрализуют инфекционность 
вирусных частиц только в присутствии комплемента [20]. 

Второй гликопротеин коронавирусов — Е2 (180—200 К) — 
напоминает гликопротеины больших вирусов, содержащих ми¬ 
нус-цепь РНК: в липидный бислой погружена только небольшая 
часть молекулы гликопротеина, тогда как большая часть моле¬ 
кулы находится снаружи. Е2 гликозилируется по аспарагино¬ 
вым остаткам и затем переносится на плазматическую мембра¬ 
ну зараженных клеток [16, 33, 102, 104]. Он является структур¬ 
ным белком пепломеров и поэтому играет роль антирецептора, 
с помощью которого вирусная частица прикрепляется к рецеп¬ 
торам на поверхности клетки [33]. Антитела к Е2 нейтрализу¬ 
ют инфекционность вируса [20, 25], а присутствие Е2 на плаз¬ 
матической мембране делает зараженные коронавирусом клет- 
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ки восприимчивыми к цитотоксическим лимфоцитам [121]. 
Расщепление гликопротеина Е2 протеазами клетки-хозяина на 
два полипептида с мол. массой по 90 К индуцирует способность 
вируса вызывать слияние клеток [35, 103, 105]. 

Как и у других вирусов с плюс-цепью РНК, в вирионе коро- 
навирусов нет РНК-зависимой РНК-полимеразы. В очищенных 
вирионах присутствует протеинкиназная активность, однако не¬ 
ясно, какова ее функция; более того, неизвестно, какому фер¬ 
менту принадлежит эта активность: вирусному или клеточному 
[88, 89, 104]? 

Коронавирусы животных 

Коронавирусы домашних и лабораторных животных вызыва¬ 
ют множество заболеваний, которые могут иметь большие эко¬ 
номические последствия [117] (см. табл. 25.1). Некоторые из 
этих вирусов интенсивно исследовались и служили модельной 
системой при изучении молекулярной биологии всей группы ко- 
ронавирусов. К ним относятся вирус инфекционного бронхита 
птиц (ІВѴ) [16, 17, 94—96] и вирус гепатита мышей (МНѴ) 
[6, 44, 46, 47, 87, 88, 104], который вызывает кишечную, респи¬ 
раторную и неврологическую инфекцию у мышей [44, 117]. Ко¬ 
ронавирусы животных служат хорошими модельными система^ 
ми при изучении коронавирусного патогенеза. Большинство 
коронавирусов обладают значительной тропностью к клеткам 
эпителия дыхательных путей и кишечного тракта. Не совсем 
ясно, почему в отличие от большинства других вирусов, имею¬ 
щих оболочку, коронавирусы способны реплицироваться в ки¬ 
шечном тракте. Характерно, что кишечные коронавирусы вызы¬ 
вают слабые или незаметно протекающие инфекции у взрослых 
особей и тяжелые, сопровождающиеся поносом заболевания у 
новорожденных и молодых животных [7]. Многие коронавирусы 
вызывают персистентную инфекцию in vivo [36, 41, 56]. 

Согласно данным серологических исследований с помощью 
иммунофлуоресцентного анализа, иммуноферментного сорбцион¬ 
ного анализа (ELISA), тестов нейтрализации вирусов и иммун¬ 
ной электронной микроскопии (табл. 25.1) имеются четыре груп¬ 
пы коронавирусов, различающихся по своим антигенным свой¬ 
ствам [76, 88, 104, 117]. Внутри каждой группы вирусов имеют 
место частичные антигенные перекресты, однако вирусы одной 
группы легко различаются по специфичности к хозяину и кли¬ 
ническим синдромам. 

Коронавирусы человека 

Результаты сероэпидемиологических исследований и выделе¬ 
ния вирусов показывают, что коронавирусы являются причиной 
15—20% инфекционных заболеваний верхних дыхательных пу- 
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тей человека [51, 59, 63, 64, 117]. Они могут вызывать и другие 
заболевания, такие, как пневмония и миокардит [62, 77]. Респи¬ 
раторные коронавирусы человека HCV-229E и HCV-OC43 при¬ 
надлежат к разным группам (табл. 25.1) и по своим антиген¬ 
ным свойствам отличаются от кишечных коронавирусов чело¬ 
века [19, 61, 64, 117]. 

Так как многие коронавирусы животных вызывают гастро¬ 
энтерит [117] (табл. 25.1), их интенсивно изучали как источник 
кишечных инфекций человека [14]. В кале больных гастроэнте¬ 
ритами небактериального происхождения, так же как в кале не¬ 
которых здоровых людей, участвующих в испытаниях в каче¬ 
стве контроля, при электронно-микроскопических исследованиях 
часто обнаруживают частицы, похожие на коронавирусы [13, 
71, 122] (рис. 25.1, £). Однако кишечные коронавирусы человека 
(НЕСѴ) чрезвычайно трудно выращивать в культуре ткани и 
даже в органной культуре эмбрионального кишечного эпителия 
человека [65, 71]. К сожалению, тесты для диагностики НЕСѴ, 
которые позволили бы определить роль коронавирусов в этио¬ 
логии гастроэнтеритов человека, до сих пор не разработаны. 

Поскольку некоторые коронавирусы животных вызывают не¬ 
врологические заболевания [1, 116, 117, 119], были проведены 
исследования возможной роли коронавирусов в неврологических 
заболеваниях человека. При помощи электронной микроскопии 
коронавирусы были обнаружены в тонких срезах мозга чело¬ 
века [109], два коронавируса были выделены из мозга больных 
рассеянным склерозом [12]. На основании гибридизации нуклеи¬ 
новых кислот и серологических тестов был сделан вывод о том, 
что эти вирусы очень похожи на вирусы МНѴ и НСѴ-430С 
[27, 120]. Поскольку для выделения этих вирусов требовалось 
пассирование в мышах и культуре их ткани, в которых мог 
присутствовать МНѴ [81], нет абсолютной уверенности в том, 
что выделенные вирусы относятся к коронавирусам человека, а 
Це мышей. Таким образом, роль коронавирусов в неврологиче¬ 
ских заболеваниях человека пока не выяснена. 

Размножение коронавирусов 

В культуре ткани коронавирусы имеют латентный период от 
6 до 7 ч [106]. Инфекционные вирусы могут быть выделены из 
культуральной жидкости и из клеток, разрушенных заморажи¬ 
ванием— оттаиванием. Инфекционность вирусов определяют как 
in vivo, так и in vitro. Поскольку большинство коронавирусов 
размножаются только в животных одного вида или очень близ¬ 
кородственных видов [П7]. тест на инфекционность вируса in 
vivo — задача не из легких. Так, например, респираторные ко¬ 
ронавирусы человека приходится тестировать на добровольцах 
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[10, 67]. Инфекционность тех коронавирусов, которые растут в 
культуре ткани, можно определять по «конечной точке» титро¬ 
вания (ИД 50 ) или методом бляшек. Некоторые коронавирусы 
образуют бляшки только в присутствии трипсина [100]. Для 
тех коронавирусов, которые, подобно НСѴ-ОС43, вызывают ге- 
магглютинацию эритроцитов, общее число вирусных частиц 
(инфекционных + неинфекционных) можно оценить при помощи 
реакции гемагглютинации [38]. 

Коронавирусы могут вызывать как вирулентную, так и уме¬ 
ренную инфекцию в зависимости от штамма вируса и от типа 
клетки-хозяина [35, 104, 117]. При вирулентной инфекции клет¬ 
ки могут сливаться, образуя синцитий, и(или) лизироваться. 
Например, синцитий часто наблюдают при заражении клеток 
кишечного эпителия вирусом МНѴ [8]. Иногда в зараженных 
клетках накапливаются вирусные нуклеокапсиды [23, 69]. В от¬ 
личие от вирулентных инфекций, губительно действующих на 
клетки, в некоторых клеточных культурах при заражении виру¬ 
сом НСѴ-229Е вирусные частицы образуются в течение несколь¬ 
ких недель и даже более, но гибели клеток или каких-либо 
цитопатических эффектов не наблюдается [18]. Персистентная 
инфекция, вызванная другими коронавирусами, приводит к 
образованию культуры-носителя, в которой в любой момент вре¬ 
мени только часть клеток образует инфекционные вирусные 
частицы [32, 58]. Из такой культуры можно выделить мутант¬ 
ные вирусы с измененной вирулентностью. Персистирование ко¬ 
ронавирусов при инаппарантных инфекциях у животных может 
служить объяснением, как эти довольно лабильные вирусы спо¬ 
собны выживать в природе, несмотря на очень ограниченный 
выбор хозяев. Молекулярная природа персистентных инфекций 
у этой группы РНК-содержащих вирусов до сих пор не выяс¬ 
нена. 

Часто размножение коронавируса in vitro отражает его пато¬ 
генность для животных. Например, у мышей некоторых линий 
МНѴ вызывает гибель от гепатита или неврологического забо¬ 
левания, в то время как мыши других линий устойчивы к это¬ 
му вирусу [4, 5]. Такая устойчивость определяется у мышей од¬ 
ним или несколькими генами, причем ген чувствительности к 
МНѴ является доминантным [4, 5, 40, 97]. Если культуры пери¬ 
тонеальных макрофагов из чувствительных линий заразить 
МНѴ, в них образуется большое количество вирусных частиц 
и они быстро разрушаются. В противоположность этому куль¬ 
туры макрофагов, полученные из устойчивых линий мышей, 
устойчивы к заражению МНѴ, продуцируют небольшое число 
вирусных частиц (или вообще их не продуцируют) и характе¬ 
ризуются минимальным цитопатическим эффектом [5]. Образо¬ 
вание вирусов в таких культурах можно изменять при помощи 
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лекарственных препаратов, например кортизона, влияющего так¬ 
же на репликацию вирусов in vivo [ПО]. 

Как уже отмечалось выше, коронавирусы обладают заметной 
тропностью по отношению к определенным тканям. Многие из 
них растут только в клетках тех видов, которые являются при¬ 
родными хозяевами, другие для полного цикла вирусной репли¬ 
кации требуют дифференцированных клеток [59, 60, 112]. 

В культурах дифференцированных клеток спинного мозга мы¬ 
шей МНѴ проявляют отчетливую тропность по отношению к 
глиальным клеткам [23], что коррелирует с ситуацией in vivo, 
когда этот вирус вызывает демиелинизацию, селективно пора¬ 
жая олигодендроглиальные клетки [30, 42]. Однако механизм 
ограничения репликации коронавирусов в клетках различных 
типов или в генетически устойчивых животных неизвестен. 

Одним из факторов, способных превращать абортивные коро- 
навирусные инфекции в пермиссивные вирулентные инфекции, 
является трипсин [100, 124]. Для продуцирования инфекционных 
вирусных частиц и достижения цитопатического эффекта в куль¬ 
туральную среду зараженных ВСѴ культур клеток мозга или 
щитовидной железы крупного рогатого скота необходимо добав¬ 
лять трипсин [100]. Этот коронавирус обычно реплицируется в 
кишечнике, где присутствует трипсин. Протеолитическая акти¬ 
вация вирусной инфекционности и цитопатических эффектов 
была также обнаружена у ортомиксо-, парамиксо- и ротавиру¬ 
сов [24, 39]. Это вызвано расщеплением неактивных вирусных 
белков до биологически активных форм. В случае коронавиру¬ 
сов для инфекционности вируса и достижения цитопатического 
эффекта, по-видимому, требуется расщепление пепломерного 
гликопротеина Е2 [35, 104, 105]. Клетки, образующие инфекци¬ 
онные частицы коронавирусов без добавления трипсина, возож- 
но, расщепляют Е2 клеточными протеазами в аппарате Гольд¬ 
жи или на плазматической мембране. 


Репликация коронавирусов 

Недавние исследования вирусов МНѴ и ІВѴ показали, что 
коронавирусы обладают некоторыми уникальными особенностя¬ 
ми в транскрипции РНК, в составе белков и в механизме сбор¬ 
ки [87—89, 104]. Эти особенности мы подробно обсудим, исполь¬ 
зуя в качестве модели коронавирусов человека МНѴ, поскольку 
он сходен с вирусом НСѴ-ОС43. Процессы, происходящие в ци¬ 
топлазме зараженных клеток при репликации коронавирусов, 
схематично представлены на рис. 25.3. Безъядерные клетки спо- 
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собны поддерживать нормальную реплика¬ 
цию коронавирусов [123]. 

Прикрепление и проникновение 

Коронавирусы прикрепляются к рецеп¬ 
торам клеток-мишеней концами своих пеп- 
ломеров [21, 70, 108]. В настоящее время 
не вполне ясно, как вирусные частицы про¬ 
никают в клетку — благодаря слиянию ви¬ 
русной оболочки с плазматической мембра¬ 
ной или за счет эндоцитоза с последующим 
слиянием вирусной оболочки с мембраной 
эндоцитозной везикулы? Тот факт, что ин- 
фекционность коронавирусов подавляется 
лизосомотропным препаратом хлорокином, 
свидетельствует о том, что, как и в случае 
альфавирусов и ортомиксовирусов, основ¬ 
ным способом проникновения в клетку ко¬ 
ронавирусов является абсорбционный эндо- 
цитоз [29, 68]. 

Первичная трансляция 

У всех вирусов, содержащих плюс-цепь 
РНК, после проникновения первым событи¬ 
ем вирусного цикла является прикрепление 
геномной РНК к рибосомам, что приводит 
к синтезу вирусной РНК-зависимой РНК- 
полимеразы [101]. Об этой стадии реплика¬ 
ции коронавирусов мало что известно. Ге¬ 
номная РНК коронавирусов аденилирована 
и имеет кэп. При ее трансляции in vitro 
образуется только неструктурный полипеп¬ 
тид 200 К, ген которого расположен на 5'- 
конце молекулы [44, 45, 55]. Полагают, что 
данный полипептид играет определенную 
роль в РНК-зависимой РНК-полимеразной 
активности, однако прямых доказательств 
этого пока нет. Неизвестно, требуется ли 
для биологической активности этого поли¬ 
пептида дальнейший процессинг, как в слу¬ 
чае альфавирусов, у которых транслирует¬ 
ся лишь 5'-конец геномной плюс-цепи РНК 
с образованием неструктурных белков, в 
том числе РНК-полимеразы [101]. Чтобы 
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сравнить репликацию коронавирусов с репликацией других ви¬ 
русов, содержащих плюс-цепь, нужна дополнительная информа¬ 
ция о продуктах трансляции коронавирусной геномной РНК. 

Синтез минус-цепи РНК 

Вирусную РНК-полимеразную активность обнаруживают в 
мембранной фракции зараженных клеток спустя 2—3 ч после 
инокуляции вируса [11]. При транскрипции геномной РНК этим 
ферментом образуется комплементарная минус-цепь РНК пол¬ 
ной длины, которая имеет на 5'-конце последовательность 
poly (U) [6, 46, 52]. Синтез этой РНК заканчивается через 5—6 ч 
после заражения. 

Синтез плюс-цепи РНК 

Минус-цепь РНК служит матрицей для синтеза как новых 
геномных РНК, так и шести имеющих кэп полиаденилирован- 
ных субгеномных РНК, молекулярная масса которых лежит в 
диапазоне (0,6—3,7) -ІО 6 [47, 88, 104]. Общая длина этих мРНК 
значительно превышает размер геномной РНК, причем некото¬ 
рые из субгеномных РНК значительно длиннее, чем большин¬ 
ство мРНК эукариот. Олигонуклеотидное картирование геном¬ 
ной и субгеномных мРНК показывает, что они образуют набор 
перекрывающихся молекул с общим З'-концом [50, 91, 94] 
(рис. 25.3). Каждая мРНК содержит всю нуклеотидную после¬ 
довательность более короткой мРНК плюс один дополнительный 
ген на 5'-конце. У всех мРНК транслируется лишь последова¬ 
тельность, прилегающая к 5'-концу [87, 104]. 

На 5'-конце геномной РНК к лидерной последовательности 
длиной около 70 оснований присоединен кэп. Лидерная после¬ 
довательность присутствует также на 5'-конце каждой субге¬ 
номной мРНК, тогда как в каком-нибудь другом месте генома 
она не обнаружена [6, 47, 92]. Предполагали, что лидерная по¬ 
следовательность попадает в каждую из мРНК в результате 
сплайсинга во время транскрипции или после нее [49, 92]. Од¬ 
нако недавно показано, что лидерная РНК есть в синтезирую¬ 
щихся плюс-цепях мРНК, связанных с репликативным интер¬ 
медиатом (РИ) [6]. Таким образом, лидерная последователь¬ 
ность транскрибируется с З'-конца минус-цепи, служащей в ка¬ 
честве матрицы, и, по всей видимости, служит затравкой для 
синтеза плюс-цепей РНК. Последовательность poly (А) на об¬ 
щем З'-конце плюс-цепей РНК транскрибируется непосредствен¬ 
но с последовательности poly (U) на 5'-конце минус-цепи [52]. 

Хотя синтез геномной РНК начинается с З'-конца минус- 
цепи, синтез мРНК, происходящий путем удлинения затравоч- 
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ной или лидерной РНК, начинается, по-видимому, со специфи¬ 
ческих внутренних участков минус-цепи, которые пока не иден¬ 
тифицированы. Чтобы синтез протекал нормально, должен 
существовать какой-то механизм регуляции относительного чис¬ 
ла различных плюс-цепей РНК, поскольку в зараженной клет¬ 
ке они образуются в неодинаковых количествах [54, 93, 118]. 
Доля каждой мРНК в течение всего цикла инфекции остается 
постоянной. Возможно, содержание различных плюс-цепей РНК 
в зараженных клетках определяется эффективностью разных 
инициирующих последовательностей. Свойства РНК-зависимой 
РНК-полимеразы, связанной с синтезом плюс-цепей РНК, не¬ 
сколько отличаются от свойств фермента, который осуществля¬ 
ет синтез минус-цепи [П, 47]. Основное различие заключается 
в том, что в случае синтеза плюс-цепей необходима РНК-за¬ 
травка [6]; эти полимеразы различаются также седиментацион- 
ными свойствами при центрифугировании в градиенте плотности 
и требованием разных необходимых для их работы концентра¬ 
ций ионов [48]. Полипептиды, с которыми связаны эти полиме¬ 
разные активности, пока не охарактеризованы. 

Предварительный генетический анализ группы температуро¬ 
чувствительных мутантов МНѴ, полученных путем химическо¬ 
го мутагенеза показывает, что существует по крайней мере семь 
комплементационных групп; мутации, входящие в шесть из них, 
влияют на синтез вирусной РНК [53]. Продукты генов, соответ¬ 
ствующих этим комплементационным группам, пока не иденти¬ 
фицированы. 

У МНѴ и ІВѴ клонированы гены ]Ѵи£1 и по их нуклеотид¬ 
ной последовательности определены аминокислотные последова¬ 
тельности полипептидов [2, 3, 17, 90]. В настоящее время прово¬ 
дится клонирование и секвенирование других генов и мРНК, 
что должно помочь в выяснении механизма синтеза лидерной 
РНК и инициации синтеза мРНК, в определении аминокислот¬ 
ной последовательности структурных белков и свойств неструк¬ 
турных белков. 


Синтез структурных и неструктурных белков 

При трансляции in vitro каждая вирус-специфическая мРНК 
дает только один полипептид, кодированный на ее 5'конце [55, 
79, 85]. В этом заключается одно из отличий коронавирусов от 
других содержащих плюс-цепь РНК вирусов, таких, как пикор- 
на- и альфавирусы, на мРНК которых при трансляции образу¬ 
ются полипротеины, дающие после протеолитического расщепле¬ 
ния структурные и неструктурные белки [101]. На рис. 25.3 
представлены кодирующие участки мРНК коронавирусов, а на 

2 Заказ Ѣ 1131 
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Рис. 25.4. Генетическая карта геномной РНК МНѴ. Последовательность генов 
была определена с помощью олигонуклеотидного картирования и в опытах по 
трансляции in vitro. Функции неструктурных белков NS неизвестны. (Из [104], 
с разрешения.) 

рис. 25.4 — генетическая карта, построенная при помощи фин- 
герпринтов олигонуклеотидов и трансляции in vitro вирусных 
мРНК. Чтобы локализовать и выяснить функцию каждого из 
генов, определенных при помощи комплементации, требуются 
дополнительные генетические исследования. 

Нуклеокапсидный белок N и некоторые неструктурные бел¬ 
ки (ЗОК, 14К и 200К) синтезируются, по-видимому, на полисо- 
мах в цитоплазматическом матриксе [55, 85]. Функции неструк¬ 
турных белков неизвестны. Белок N фосфорилируется, однако 
роль фосфорилирования пока не выяснена [86, 97, 99]. Неясно 
также, какой геном — клеточный или вирусный — содержит ген 
протеинкиназы, которая входит в состав вирионов. 

Синтез гликопротеинов Е1 и Е2 происходит на полисомах, 
прикрепленных к шероховатому эндоплазматическому ретикулу¬ 
му (ШЭР), однако в их процессинге и транскрипции имеются 
важные различия [34]. Синтез пепломерного гликопротеина Е2, 
по-видимому, происходит так же, как синтез гликопротеина 
G VSV и других вирусных гликопротеинов. При трансляции они 
включаются в мембрану ШЭР и гликозилируются путем пере¬ 
носа олигосахаридов с долихолфосфатных интермедиатов на 
аспарагиновые остатки растущей полипептидной цепи [39]. Об¬ 
работка зараженных клеток туникамицином предотвращает 
гликозилированію Е2 [34, 72]. Во время переноса Е2 от ШЭР 
через аппарат Гольджи к плазматической мембране клеточные 
ферменты «подстригают» олигосахариды и ацилируют гликопро¬ 
теин путем добавления остатков жирных кислот [82, 96]. На 
один пепломер приходятся две или, возможно, три молекулы 
Е2 [16], однако место сборки мономеров Е2 при образовании 
пепломера неизвестно. Недавние исследования показали, что в 
аппарате Гольджи или на плазматической мембране Е2 (180— 
200 К) расщепляется протеазами клетки-хозяина на два боль¬ 
ших гликопептида (90К) [35, 95, 105]. Такое расщепление про¬ 
исходит не в любых клетках, и, вероятно, оно необходимо для 
проявления инфекционности вируса. У МНѴ протеолитическое 
расщепление Е2, по-видимому, активирует его способность вы¬ 
зывать слияние клеток [35, 105]. Иммуноэлектронная микроско¬ 
пия и иммунофлуоресцентные исследования показывают, что Е2 
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переносится на плазматическую мембрану [33, 35]. Присутствие 
Е2 на мембране клетки-хозяина может делать клетки чувстви¬ 
тельными к лизису под действием противовирусного антитела и 
комплемента или иммунного ответа, опосредованного клетками 
[35, 121]. Е2 на плазматической мембране необходим также для 
вызываемого коронавирусами слияния клеток [35, 105]. 

Гликопротеин Е1 также синтезируется на полисомах, связан¬ 
ных с мембранами, однако по процессингу и типу включения он 
отличается от большинства других вирусных гликопротеинов 
[34, 73]. У большей части вирусных гликопротеинов на N -конце 
находится сигнальная последовательность, с помощью которой 
конец нативного полипептида включается в мембрану ШЭР 
[39]. Включение происходит вскоре после начала синтеза белка. 
Однако El in vitro включается в мембрану лишь спустя 5 мин 
после инициации синтеза, и это означает, что его включение 
происходит при помощи внутренней сигнальной последователь¬ 
ности [80]. Аминокислотная последовательность Е1 имеет не¬ 
сколько гидрофобных доменов, которые могут три раза «прони¬ 
зать» мембрану, и, по-видимому, любой из них может служить 
сигнальной последовательностью [3, 17]. Процесс гликозилиро- 
вания Е1 также обладает рядом особенностей [34, 73]. Хотя в 
большинстве случаев олигосахариды присоединяются к вирус¬ 
ным гликопротеинам во время синтеза белка, исследования, вы¬ 
полненные с помощью импульсной метки, показывают, что в 
случае гликопротеина El МНѴ присоединение олигосахаридных 
остатков происходит уже после того, как синтез пептида закон¬ 
чился, по завершении переноса Е1 в аппарат Гольджи. По типу 
олигосахаридов и их связи с белком Е1 также отличается от 
большинства других вирусных гликопротеинов [73]. В случае 
МНѴ короткие олигосахаридные цепи, в которых нет маннозы 
и фукозы, присоединяются к остаткам треонина и серина на 
внешнем N -концевом домене молекулы Е1 [3]. Такое гликозили- 
рование с помощью О-гликозидной связи не зависит от перено¬ 
са олигосахаридов от долихолфосфатного интермедиата и по¬ 
этому не ингибируется туникамицином. Гликопротеины поксви- 
русов и герпесвирусов также содержат олигосахариды, связан¬ 
ные с белком О-гликозидной связью [37, 74, 84]. Удивительно, 
что олигосахаридный состав Е1 у разных коронавирусов силь¬ 
но различается. В отличие от Е1 МНѴ молекулы El ІВѴ содер¬ 
жат присоединенные N -гликозидной связью сложные олигосаха¬ 
риды, подобные найденным в молекуле Е2 [96]. Внутриклеточ¬ 
ный транспорт Е1 также отличается от транспорта других 
вирусных гликопротеинов [33, 104]. В зараженных клетках ЕІ пе¬ 
реносится в аппарат Гольджи, где происходит его накопление, 
и не переносится в заметных количествах на плазматическую 
мембрану. 
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Сборка вирионов 

Спиральный нуклеокапсид коронавирусов образуется в цито¬ 
плазме зараженных клеток за счет взаимодействия вновь син¬ 
тезированной РНК с молекулами белка N. Нуклеокапсид обла¬ 
дает гибкой, довольно рыхлой структурой и чувствителен к дей¬ 
ствию РНКазы; его плотность составляет 1,24—1,29 г/см 3 [15, 
66, 107]. Размеры нуклеокапсида, по-видимому, определяются 
свойствами белка N, его способностью к связыванию. По срав¬ 
нению с нуклеокапсидами ортомиксо-, парамиксо- или пневмо¬ 
вирусов нуклеокапсиды коронавирусов — значительно более 
хрупкие образования, их гораздо труднее выделить и наблю¬ 
дать. Впрочем, большие агрегаты нуклеокапсидов иногда удает¬ 
ся наблюдать в зараженных клетках на поздних стадиях инфек¬ 
ционного цикла [23]. 

Вирионы коронавирусов образуются путем почкования от 
мембран ШЭР и (или) аппарата Гольджи [21] (рис. 25.5). Нити 
нуклеокапсидов выстраиваются в месте почкования на цитоплаз¬ 
матической поверхности этих мембран в упорядоченный ряд, 
ло-видимому, на участках, содержащих вирусные гликопротеи- 



Рис. 25.5. Клетка, зараженная респираторным коронавирусом человека 
НСѴ-229Е. На мембранах ШЭР и гладких везикул наблюдается почкование 
сферических вирионов коронавируса (стрелки). Внутри вирионов видны элект¬ 
роноплотные нуклеокапсиды. Прежде чем выйти из клетки при помощи экзоци- 
тоза или клеточного лизиса, вирионы выходят в полость ШЭР или проходят 
через аппарат Гольджи. X60 000. 
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ны [23, 69]. На мембранах ШЭР или аппарата Гольджи белки 
клетки-хозяина исключаются из почкующихся вирионов и заме¬ 
няются вирусными гликопротеинами. Ряд фактов свидетельству¬ 
ет о том, что взаимодействие нуклеокапсида и мембран ШЭР 
или аппарата Гольджи осуществляется с помощью цитоплазма¬ 
тического домена гликопротеина El. Во-первых, почкование ко¬ 
ронавирусов происходит только на тех внутриклеточных мем¬ 
бранах, на которых локализованы молекулы Е1 [33, 35, 104]. На 
плазматической мембране может накапливаться значительное 
количество Е2, но на них никогда не происходит почкования 
вирионов, вероятно, потому, что там нет свободного Е1. Во-вто¬ 
рых, было показано, что выделенный Е1 связывается с нуклео- 
капсидом [107]. В-третьих, вирионы образуются на мембранах 
ШЭР и аппарата Гольджи в зараженных МНѴ клетках, обра¬ 
ботанных туникамицином, в которых содержится нормальное 
количество гликозилированного Е1 и очень мало молекул Е2 
[33]. Поскольку эти вирионы содержат нормальное количество 
нуклеокапсидов и не содержат Е2, очевидно, что Е2 не нужен 
для формирования вирионов коронавирусов. Отсюда следует, 
что функции гликопротеина El коронавирусов аналогичны 
функциям матриксных белков больших РНК-вирусов с негатив¬ 
ным геномом и что его ограниченный внутриклеточный перенос 
обусловливает место почкования вирусов [33, 35, 104] 

(табл. 25.3). 

Сферические почкующиеся вирионы, которые содержат со¬ 
бранный нуклеокапсид, «проталкиваются» в полость ШЭР и 
аппарата Гольджи [23, 69, 75]. Таким образом, внутри клетки 
могут образовываться зрелые вирионы, возможно, даже до того, 
как Е2 перейдет на плазматическую мембрану и сделает клет¬ 
ку чувствительной к иммунному воздействию. В сущности, по¬ 
крытые оболочкой вирусы этого типа почкуются в месте, кото¬ 
рое не подвергается действию иммунной защиты хозяина. Воз¬ 
можно, именно этим объясняется персистенция коронавирусов 
в хозяине, обладающем иммунитетом. 

Некоторые вирионы могут выходить из клетки лишь при ее 
гибели, однако коронавирусы способны выходить также из ин¬ 
тактных клеток, по-видимому, с помощью механизма клеточной 
секреции [35, 104]. После того как вирионы пройдут через аппа¬ 
рат Гольджи, где происходит гликозилирование Е2 с присоеди¬ 
нением олигосахаридов О- и N -гликозидными связями, ацилиро¬ 
вание и, возможно, протеолитическое расщепление этого белка, 
они переходят в гладкие пузырьки (везикулы). Эти везикулы 
мигрируют к краю клетки, где сливаются с плазматической мем¬ 
браной, в результате чего во внеклеточное пространство выхо¬ 
дит большое количество вирионов. Способность коронавирусов 
выходить из клетки без ее лизиса является важным фактором. 
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Рис. 25.6. Полученные при помощи сканирующего электронного микроскопа 
микрофотографии поверхностей незараженной клетки и клетки, зараженной 
МНѴ. Контрольная клетка (Л) имеет гладкую плазматическую мембрану, 
покрытую многочисленными цилиндрическими микроворсинками. В зара¬ 
женной клетке (Б) с плазматической мембраной и микроворсинкамк 
связано большое число сферических вирионов коронавируса. Такие прикреп¬ 
ленные к мембране вирионы вместе с молекулами Е2 могут участвовать в ин¬ 
дуцированном коронавирусом слиянии клеток и делают зараженные клетки 
чувствительными к действию иммунозащитных факторов хозяина. X 10 300. 
(Из [21], с разрешения.) 

обеспечивающим возможность умеренной (нецитопатической) 
инфекции. 

Характерно, что на плазматической мембране зараженных 
клеток можно видеть большое количество вирионов коронави- 
русов [75] (рис. 25.6). Эти вирионы не почкуются от плазмати¬ 
ческой мембраны, а, по-видимому, адсорбировались на ней уже 
после выхода из зараженных клеток. Причина такого удиви¬ 
тельного концентрирования вирионов неизвестна; во всяком 
случае, вирусы, находящиеся на поверхности зараженной клет¬ 
ки, могут в принципе стимулировать иммунный ответ хозяина 
и принимать участие в процессе слияния клеток. 


Заключение 

Темпы исследования коронавирусов в последнее время за¬ 
метно ускорились, быстрый прогресс в этой области можно 
ожидать и в будущем. В настоящее время разработаны методы 
выращивания в большом количестве и очистки некоторых коро- 
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иавирусов, методики разделения вирусных структурных белков 
и анализа вирусной РНК-полимеразы. Клонирование генов дол¬ 
жно в скором времени привести к решению наиболее важных 
вопросов, касающихся репликации коронавирусов. Например, 
какими свойствами обладают неструктурные белки? Как узна¬ 
ется место начала синтеза РНК и как регулируется синтез 
мРНК? Как лидерная РНК присоединяется к цепям мРНК? 
Что определяет относительное количество минус- и плюс-цепей 
РНК, синтезирующихся в зараженных клетках? Для изучения 
структуры, антигенных свойств, процессинга, внутриклеточного 
переноса и сборки вирусных белков начинают применять новые 
иммунологические методики, в том числе моноклональные анти¬ 
тела [20, 108]. В сочетании с экспрессией клонированных генов 
моноклональные антитела могут стать ценным подспорьем при 
разработке новых чувствительных тестов для медицинских це¬ 
лей. Наконец, при помощи обычного или сайт-специфического 
мутагенеза получают мутантные формы коронавирусов [28, 43, 
78], которые чрезвычайно полезны при изучении репликации и 
вирулентности этих вирусов. 
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Репликация паповавирусов 

Дэвид М. Ливингстон, Илан Бикел 1 


Семейство паповавирусов состоит из нескольких вирусов: 
обезьяньего вируса 40 (SV40) [177], вируса полиомы мышей 
(PY) [177], двух человеческих видов — вирусов ВК и FC [177], 
вируса хомяков [146], лимфотропного вируса В обезьян [182] и 
папилломавирусов. Поскольку данная глава посвящена анализу 
механизмов репликации и регуляции экспрессии геномов этих 
вирусов, основное внимание будет уделено тому, что известно 
по этому вопросу для SV40 и вируса полиомы, двух наиболее 
хорошо изученных членов этой группы. 

SV40 был вначале охарактеризован как литический вирус, 
для которого единственными полностью пермиссивными клетка- 
ми-хозяевами были клетки обезьян. Хотя клетки человека зара¬ 
жаются SV40 и в них может протекать синтез вирусной ДНК, 
в целом они не столь эффективны, как клетки макака-резуса 
или зеленой африканской мартышки, поскольку в них не проис¬ 
ходит интенсивного образования инфекционного вируса. Некото¬ 
рые клетки хомячков полупермиссивны для SV40, однако они, 
по-видимому, еще менее эффективны, чем клетки человека. Для 
вируса полиомы единственными известными полностью пермис¬ 
сивными хозяевами являются мышиные клетки. 

Заражение SV40 или вирусом PY некоторых непермиссивных 
клеток-хозяев может приводить к образованию клонов транс¬ 
формированных клеток. Вероятность трансформации таких не¬ 
пермиссивных клеток вирусами SV40 или PY дикого типа обыч¬ 
но составляет менее 2—3%, а часто и еще меньше (например, 
^0,5%), причем даже в случае высокой множественности зара¬ 
жения. Таким образом, оба агента лишь с малой эффективно¬ 
стью вызывают возникновение стабильного опухолевого феноти¬ 
па у зараженной клетки. Некоторые рассуждения о возможной 
причине (или причинах) этого явления даются в следующем 
разделе данной главы. 

Трансформированные вирусом клетки обычно содержат одну 
или несколько копий вирусной ДНК, причем эта ДНК обычно 
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включает специфическую часть вирусного генома, которая де¬ 
терминирует белковые продукты, вызывающие трансформацию 
клеток (ранняя область). Структура интегрированных участков 
вирусного генома подробно изучена, что дает возможность вы¬ 
яснить некоторые детали механизма интеграции. Этот вопрос 
также рассматривается в этой главе. 

Поскольку нет никаких даных о том, что SV40 вызывает 
in vivo опухоли у макаков-резусов, его выживание в клетках 
этих хозяев в значительной степени зависит от его способности 
к репликации и (или) к существованию в латентной форме в 
зараженных клетках, а также, возможно, к переносу между осо¬ 
бями. Таким образом, продукты тех вирусных генов, которые 
участвуют в опухолевой трансформации клеток и индукции опу¬ 
холей у животных, зараженных в лабораторных условиях, воз¬ 
можно, сформировались в ходе эволюции, потому что они обес¬ 
печивали выживание вируса в природной среде. Принимая во 
внимание такую возможность, полагают, что те химические ме¬ 
ханизмы, которые определяют вирусную персистенцию и (или) 
репликацию, тесно связаны с механизмами, вызывающими и 
поддерживающими опухолевую трансформацию. 


Структура вирионов и начало инфекции 


Геном SV40 представляет собой сверхспиральную двухцепо¬ 
чечную молекулу ДНК длиной 5243 Ьр, которая и в зараженных 
пермиссивных клетках, и в вирионе представлена в виде хрома¬ 
тина (мини-хромосомы). Геном вируса PY содержит 5292 Ьр и 
имеет сходное с SV40 физическое строение как в отношении 
ДНК, так и в отношении хроматина. Хорошо изученные мини¬ 
хромосомы SV40 и вируса PY содержат ~24 нуклеосомы. Каж¬ 
дая нуклеосома содержит четыре клеточных гистона, Н2а, Н2Ь, 
НЗ и Н4, тогда как гистон Н1 отсутствует [177]. У этих двух 
вирусов [8, 128], а также у вируса ВК (ВКѴ) [150, 181] опреде¬ 
лены нуклеотидные последовательности всего генома. 

Геномы SV40 и вируса PY содержат единственное место, 
где начинается репликация ДНК. Обе ДНК состоят из двух 
транскрибирующихся областей: ранней и поздней. Их упрощен¬ 
ные физические карты представлены на рис. 26.1. 

Литическая инфекция и SV40, и вируса PY начинается с 
прикрепления вириона к поверхности клетки. Почти половина 
добавленных вирусов адсорбируется монослоем клеток за 60— 
120 мин [118]. Как показано с помощью электронной микроско¬ 
пии, вирионы проникают в клетку, по-видимому, посредством 
пиноцитоза [107]. Проникновение в клетку также происходит 
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Рис. 26.1. Физические, транскрипционные и трансляционные карты геномов ви¬ 
руса PY и SV40. mt — средний Т-антиген, st — малый Т-антиген; Т — большой 
Т-антиген. (Рисунки приведены с разрешения авторов и издательства из 
[177].) 


быстро, поскольку спустя 30—60 мин после заражения интакт¬ 
ные вирионы можно наблюдать в ядре. Есть основания предпо¬ 
лагать, что перенос вирионов в ядро осуществляется с помощью 
везикул. В цитоплазме вирионы обнаруживаются именно в ве¬ 
зикулах. Раздевание вирионов и основные процессы их сборки 
происходят в ядре. 

Известны четыре вирионных белка: VP1, VP2, ѴРЗ и один 
неохарактеризованный белок [82]. Локализация и структура их 
генов приведены на рис. 26.1. Белок ѴР1, мол. масса которого 
^45 К, является основным белковым компонентом вирионов. 
Белки ѴР2 и ѴРЗ содержатся в вирионе в меньших количествах, 
они кодируются в значительной степени одной и той же нуклео¬ 
тидной последовательностью, правда, ~35% последовательно¬ 
сти, соответствующие N -концевой части белка ѴР2, являются 
уникальными. На температурочувствительных мутантах по ге¬ 
нам ѴР1 и ѴР2/ѴРЗ изучали их поведение во время литическо¬ 
го цикла [177]. В частности, оказалось, что некоторые мутации 
в гене ѴР1 влияют на сборку и стабильность вирионов. Некото¬ 
рые мутации по ѴР2/ѴРЗ влияют на очень ранние функции, 
по-видимому, на процесс раздевания, детали которого в настоя¬ 
щее время еще мало изучены. Белок ѴР1 относится к фосфо- 
протеинам, причем есть данные, свидетельствующие о множе¬ 
ственности участков фосфорилирования [115]. Роль четвертого 
белка в настоящее время неизвестна, однако в ряде исследова¬ 
ний показано, что он принимает участие в регуляции транскрип¬ 
ции поздних генов и (или) в процессинге РНК [10]. 
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Экспрессия ранних генов 
и функция их продуктов 

После раздевания вируса и до начала синтеза вирусной ДНК 
начинается экспрессия ранней транскрипционной единицы дли¬ 
ной около 2500 Ьр. Ранние промоторы находятся на участке 
начала репликации: их структура подробно обсуждается ниже 
в этой главе. Вскоре начинается синтез вирусной ДНК и одно¬ 
временно интенсивная транскрипция оставшихся —2500 Ьр 
(поздняя транскрипционная единица). Транскрипция ранней 
области продолжается и в течение поздней стадии жизненного 
цикла. Имеются данные, что поздний участок также транскри¬ 
бируется в начале цикла, правда, при этом не синтезируются 
зрелые поздние мРНК [46, 119]. Регуляцию переключения ран¬ 
ней и поздней транскрипции мы обсудим в этой главе ниже. 

Как показано на рис. 26.1, продуктами экспрессии ранней 
области SV40 являются: большой Т-антиген — полифункцио- 
нальный фосфопротеин с мол. массой 81 К, находящийся глав¬ 
ным образом в ядре [123] и частично включенный в плазмати¬ 
ческую мембрану [36, 65, 140, 157, 172], и малый Т-антиген — 
нефосфорилированный белок с мол. массой 20 К, присутствую¬ 
щий и в ядре, и в цитоплазме зараженных клеток [43, 124]. 
82 аминокислотных остатка на ^концах этих белков идентич¬ 
ны, что обусловлено частичным перекрыванием участков, коди¬ 
рующих эти белки. В случае вируса PY имеются три ранних 
белка — большой, малый и средний Т-антигены. Структура цис- 
тронов этих белков также представлена на рис. 26.1. Важно 
отметить, что большой, средний и малый Т-антигены вируса PY 
имеют 79 общих аминокислотных остатков на N -конце; кроме 
того, у среднего и малого Т-антигенов идентичны 191 остаток 
на N -конце. Таким образом, средний Т-антиген вируса PY содер¬ 
жит почти всю аминокислотную последовательность малого 
Т-антигена. По своим размерам, характеру фосфорилирования и 
местам локализации в клетке большой и малый Т-антигены 
вируса PY аналогичны большому и малому Т-антигенам SV40 
[86, 177], хотя пока неизвестно, содержатся ли в плазматиче¬ 
ской мембране хотя бы несколько молекул большого Т-антигена 
вируса PY. Напротив, фосфорилированный средний Т-антиген 
входит в состав плазматической мембраны, причем во внешнюю 
среду экспонируется лишь небольшая часть его молекулы. Кос¬ 
венные иммунофлуоресцентные данные свидетельствуют о том, 
что некоторая часть молекул среднего Т-антигена концентриру¬ 
ется в эндоплазматическом ретикулуме [39]. 

Как будет обсуждаться позднее, и для SV40, и для вируса 
PY показано, что большой Т-антиген играет важную роль в ли¬ 
тическом цикле. В отличие от него ни один из других ранних 
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белков не является абсолютно необходимым для этого процесса 
в культивируемых клетках, хотя средний Т- и (или) малый 
Т-антигены вируса PY усиливают репликацию вирионов в неко¬ 
торых (но не во всех) линиях клеток [47]. Это свойство полу¬ 
чило название «феномен спектра хозяев», и, по-видимому, оно 
проявляется на поздней фазе жизненного цикла вируса [159]. 

При заражении чувствительных непермиссивных клеток пе¬ 
ревиваемых линий вирусами PY или SV40 действие большого 
Т-антигена приводит к опухолевой трансформации [177]. По-ви¬ 
димому, это эквивалентно стабилизации в таких клетках функ¬ 
ционирующего вирусного генома. На основании косвенных дан¬ 
ных высказано предположение, что действие большого Т-анти¬ 
гена (возможно, непрямым путем) приводит к интеграции 
вирусного генома при помощи механизма неспецифической «не¬ 
законной» рекомбинации [177]. 

При некоторых условиях у SV40 действие и большого, и ма¬ 
лого Т-антигенов необходимо для поддержания опухолевого 
фенотипа [11, 16, 22, 49, 103, 104, 117, 133, 153, 156, 167], а у 
вируса PY эту функцию выполняют средний Т-антиген и N-koh- 
цевая половина большого Т-антигена [126]. Обычно линии кле¬ 
ток, полностью трансформированные SV40 или вирусом PY ди¬ 
кого типа, растут на агаре при низкой концентрации сыворотки. 
В отличие от этого клетки некоторых перевиваемых линий после 
трансфекции плазмидой, экспрессирующей только средний 
Т-антиген, ведут себя как полностью трансформированные, лишь 
когда растут при достаточно высоких концентрациях сыворотки 
[126]. Оказывается, что для полной трнсформации в среде с низ¬ 
ким содержанием сыворотки клеткам требуется ~40% амино¬ 
кислотной последовательности (с N -конца) большого Т-антигена 
[126]. Следовательно, действие этого фрагмента большого Т-ан¬ 
тигена может приводить к уменьшению потребности клеток в 
экзогенном полипептидном факторе роста, содержащемся в сы¬ 
воротке; в противном случае клетки приобретают другие опу¬ 
холевые свойства, контролируемые средним Т-антигеном. 
В культивируемых первичных клетках действие больших Т-ан¬ 
тигенов обоих вирусов, как SV40, так и вируса PY, может при¬ 
водить к иммортализации клеток, которые иначе подвергались 
бы процессу старения [25, 120, 126]. Средний Т-антиген в этом 
отношении неактивен. Следовательно, способность к неограни¬ 
ченному росту трансформированных вирусами SV40 и PY опу¬ 
холевых клеток может также определяться свойствами большо¬ 
го Т-антигена. Кроме того, имеются четкие доказательства, что 
в некоторых условиях N -концевая половина большого Т-анти¬ 
гена SV40 способна поддерживать трансформацию (в присутст¬ 
вии или в отсутствие малого Т-антигена) [24, 25]. Таким обра¬ 
зом, большой Т-антиген SV40 имеет участки, которые не нужны 



Репликация паповавирусов 35 


для поддержания трансформации, что согласуется со многими 
другими фактами, свидетельствующими о полифункционально¬ 
сти этого белка. 

Если в случае SV40 для трансформации обычно требуется 
фрагмент большого Т-антигена, то для вируса PY при некото¬ 
рых условиях (например, если нет необходимости в иммортали- 
зации клеток de novo или если зараженные клетки растут при 
высокой концентрации сыворотки) для этого процесса не требу¬ 
ется никакого фрагмента большого Т-антигена; этот факт, воз¬ 
можно, отражает роль среднего Т-антигена в этом явлении. Так 
как белки, которые требуются для поддержания трансформации 
вирусом PY, а в некоторых условиях и SV40 (средний Т-антиген 
и, возможно, малый Т-антиген вируса PY и малый Т-антиген 
SV40), в значительной степени несущественны для литической 
инфекции в некоторых линиях культуральных клеток, возникает 
вопрос, справедливо ли это in vivo, если иметь в виду, что дан¬ 
ные вирусы неопухолеродны для мышей и обезьян. Нельзя 
исключить, что, как уже предполагалось выше, средний и ма¬ 
лый Т-антигены вируса PY и малый Т-антиген SV40 необходи¬ 
мы этим вирусам для репликации и (или) персистенции в их 
природных хозяевах. 

Биологические функции и биохимические свойства большого 
Т-антигена SV40 изучены довольно подробно. Сводка получен¬ 
ных данных представлена в табл. 26.1. Следует отметить, что 

Таблица 26.1. Функции большого Т-антигена SV40 in vivo и in vitro 


Связывание с ДНК (специфичное к участку начала репликации) 

Связывание с ДНК (с любыми участками) 

Сопутствующие ферментативные активности 
АТРазная 

киназная (функция самого Т-антигена?) 
аденилирование Т-антигена (функция самого Т-антигена?) 

Связывание с р53 

Активация поздней транскрипции SV40 
Ингибирование ранней транскрипции SV40 

Индукция синтеза хозяйской ДНК в клетках, покоящихся в G -фазе 
Действие в качестве составной части трансплантационного опухолеспецифич¬ 
ного антигена SV40 
Инициация репликации вирусной ДНК 

Установление и поддержание трансформации, вызываемой SV40 
Стимуляция роста аденовирусов человека в клетках обезьян 


большой Т-антиген необходим для каждого нового цикла синте¬ 
за вирусной ДНК и играет специфическую роль в процессе ини¬ 
циации [21, 166]. Он подавляет транскрипцию ранней области и 
усиливает как непосредственно, так и косвенным образом экс¬ 
прессию поздней области [15, 31, 46, 90, 91, 119, 129, 169]. Боль- 

3 * 
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шой Т-антиген является ДНК-связывающим белком, имеющим 
особенно высокое сродство к нескольких сайтам на участке на¬ 
чала репликации и вблизи его. Способность этого белка к ини¬ 
циации репликации определяется, по крайней мере частично, 
его связыванием с одним из этих сайтов, а к регуляции транс¬ 
крипции— по меньшей мере с двумя другими [48, 73, 102, 130, 
154]. Большой Т-антиген стимулирует также переход в S -фазу 
клеток, покоящихся на стадии G 0 /Gi [40, 78, 79, 175]. Являясь 
составной частью плазматической мембраны, он может служить 
опухолеспецифичным трансплантационным антигеном [3, 19, 127, 
171, 177]. С биохимической точки зрения неясно, как работает 
этот белок в процессе трансформации; известно лишь, что для 
участия в этом процессе ему не требуется способность к ини¬ 
циации репликации [24, 25, 29, 49, 63, 85, 121, 133, 161]. 

Большие Т-антигены вирусов SV40 и PY являются ДНК-не- 
зависимыми АТРазами [56, 61, 69, 174]. Большой Т-антиген 
SV40 обладает также специфической протеинкиназной активно¬ 
стью, фосфорилирующей сериновые и треониновые остатки [13, 
69, 174]. В настоящее время неизвестно, определяется ли киназ¬ 
ная активность вирусом. Если наблюдаемая активность обу¬ 
словлена связанным клеточным белком, то его размеры, по-ви¬ 
димому, невелики и он тесно связан с большим Т-антигеном 
[13]. Недавно полученные данные in vitro свидетельствуют о том, 
что большой Т-антиген обратимо аденилируется по сериновым 
остаткам посредством направляемой им самим реакции, во вре¬ 
мя которой при инкубации комплекса большой Т-антиген—АМР 
с пирофосфатом в присутствіии ионов Mg 2+ освобождается свя¬ 
занный нуклеотид [14]. Потенциальное значение этой реакции 
неясно, имеются предположения о возможном отношении этой 
реакции к функции большого Т-антигена при инициации репли¬ 
кации вирусной ДНК (см. ниже). 

Большой Т-антиген фосфорилирован по меньшей мере в 
10 специфических местах —по 8 сериновым остаткам (номера 
106, 111, 123, 124, 639, 676, 677, 679) и по 2 треониновым (но¬ 
мера 124, 701) [144]. Косвенные данные свидетельствуют о том, 
что фосфорилирование является медленным, регулируемым и 
упорядоченным процессом, причем присоединение по крайней 
мере одного фосфата происходит в цитоплазме к только что 
синтезированному белку [145]. Функциональное значение этой 
модификации неясно. Кроме того, получены данные, показываю¬ 
щие, что если разделить белок на две фракции — одну, содер¬ 
жащую большой Т-антиген, способный связываться с участком 
начала репликации, и другую, не связывающуюся с этим участ¬ 
ком, то в первой фракции белок меньше фосфорилирован по 
сравнению со второй [145]. Пока нет строгих доказательств, что 
фосфорилирование необходимо для способности большого Т-ан- 
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тигена связываться с ДНК. Однако, поскольку имеется по мень¬ 
шей мере 10 мест фосфорилирования и, вероятно, не все моле¬ 
кулы большого Т-антигена способны связываться с ДНК, связы¬ 
вание с ДНК in vivo и фосфорилирование могут оказаться вза¬ 
имосвязанными процессами. 

В зараженных клетках большой Т-антиген, по-видимому, 
присутствует в нескольких формах. Его можно выделить в виде 
мономера, в виде целой серии агрегированных олигомерных 
форм или же как часть стабильного нековалентного комплекса 
с клеточным фосфопротеином р53 [95, 99, 108]. После синтеза 
мономера происходит медленное образование олигомеров. Име¬ 
ются данные, показывающие, что для олигомеризации большой 
Т-антиген должен быть функционально интактным [45, 67, ПО, 
125]. Более того, оказывается, что р53 связывается с большим 
Т-антигеном, лишь когда последний олигомеризован до агрега¬ 
тов определенного размера [67]. Связывание р53 с большим 
Т-антигеном in vitro не влияет заметно ни на связывание по¬ 
следнего с ДНК, ни на его АТРазную активность [23]. Комплек¬ 
сы большого Т-антигена с р53 регулярно обнаруживают как в 
зараженных SV40 пермиссивных клетках, так и в трансформи¬ 
рованных непермиссивных клетках, причем в последнем случае 
комплекс более стабильный [33]. В экстрактах трансформиро¬ 
ванных клеток сродство р53 к большому Т-антигену оказывает¬ 
ся очень высоким и большой Т-антиген защищает р53 от отно¬ 
сительно быстрой деградации внутри клетки [100]. Далее из¬ 
вестно, что р53 локализован в ядрах как незараженных клеток, 
так и клеток, содержащих большой Т-антиген. Сопоставляя эти 
данные, можно предполагать, что такой комплекс физиологиче¬ 
ски важен, хотя пока его роль неясна. 

В настоящее время существенно меньше известно о функ¬ 
циональных свойствах малого Т-антигена SV40, как in vivo, так 
и in vitro. В покоящейся культуре некоторых постоянных кле¬ 
точных линий стабильная трнсформация требует наличия и 
большого, и малого Т-антигенов SV40 [104]. Роль малого Т-ан- 
тигена, по-видимому, частично состоит в том, чтобы переводить 
клетки, покоящиеся на стадии Gi, в растущие [149]. Кроме того, 
имеются данные, показывающие, что для поддержания транс¬ 
формации необходимо присутствие в клетке обоих белков [11, 
49; 51, 79, 104, 133, 153, 156]. Следовательно, эти два белка име¬ 
ют комплементарные функции в трансформации. Но большой 
Т-антиген может в некоторых случаях участвовать в трансфор¬ 
мации (как in vivo, так и in vitro) и без малого Т-антигена 
[51, 98]. 

При рассмотрении всех имеющихся данных (на уровне ме¬ 
ханизма) необходимость малого Т-антигена для трансформации 
кажется недостаточно обоснованной. Однако можно предпола- 
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гать, что если клетка образует большое количество активного 
большого Т-антигена, то необходимость в малом Т-антигене от¬ 
падает [49, 94, 133]; возможно, это обусловлено тем, что при 
некоторых условиях оба белка могут прямым или косвенным 
образом осуществлять одну и ту же функцию, играющую кри¬ 
тическую роль в трансформации. Другая возможность заключа¬ 
ется в том, что малый Т-антиген не требуется для стабильной 
трансформации тех клеток, в которых имеются клеточные функ¬ 
ции, способные заменить малый Т-антиген в процессе трансфор¬ 
мации. 

Малый Т-антиген SV40 синтезирован в Escherichia coli, при¬ 
чем очищенный бактериальный продукт выделен в больших 
количествах [9]. Как и предполагалось ранее на основании опы¬ 
тов по микроинъекции ДНК in vivo [66, 133], очищенный белок 
вызывает распад нитевидных структур актина в нетрансформи- 
рованных клетках крысы. Неясно, каким действием малого 
Т-антигена это обусловлено: физиологическим или фармаколо¬ 
гическим; неизвестно также, каким образом белок вызывает по¬ 
добное изменение цитоскелета. Большой и малый Т-антигены 
SV40 имеют на N -конце одинаковую последовательность длиной 
82 аминокислотных остатка (рис. 26.1); остальная часть моле¬ 
кулы каждого из этих белков имеет большие размеры и состоит 
из уникальных аминокислотных последовательностей. Кроме 
того, хотя часть молекул обоих белков находится в ядре, малый 
Т-антиген, по-видимому, не связывается с ДНК, он не фосфори- 
лирован и в отличие от большого Т-антигена представлен в зна¬ 
чительном количестве и в цитоплазме. Малый Т-антиген имеет 
тенденцию просачиваться из ядер в условиях гипотонического 
шока, что не характерно для большого Т-антигена. Кроме того, 
в отличие от большого у малого Т-антигена иммунофлуоресцен¬ 
ция внутри клетки после гипотонического шока в значительной 
степени уменьшается и затем после возвращения к изотониче¬ 
ским условиям быстро восстанавливается [42]. Эффект умень¬ 
шения флуоресценции объясняется не деградацией белка или 
его выходом в культуральную среду, а скорее тем, что находя¬ 
щийся внутри клетки малый Т-антиген «прячется» от антитела 
[92]. На основании этих данных можно предположить, что ма¬ 
лый и большой Т-антигены, вероятно, по-разному «закреплены» 
в одной и той же клетке, возможно, даже в одном и том же ее 
компартменте (т. е. ядре). Чтобы проверить это предположение, 
Мерфи и др. [ИЗ] использовали колонку с содержащей малый 
Т-антиген SV40 сефарозой. При пропускании через нее смеси 
клеточных белков они обнаружили, что три из них с мол. мас¬ 
сами 57, 32 и 20К избирательно связываются с малым Т-антиге- 
ном и не связываются в этих условиях с множеством других 
адсорбентов, взятых в качестве контроля. Белки 57 и 32К обна- 
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руживаются исключительно в растворимой фракции незаражен- 
ных клеток, в то время как белок 20К в опытах по биохимиче¬ 
ской экстракции оказался прочно связанным с ядром [42]. По¬ 
казано, что белок 57К представляет собой тубулин. Два других 
белка не идентифицированы; более того, неясно, образуют ли 
все эти белки комплекс с малым Т-антигеном in vivo. Ранделл 
с сотрудниками идентифицировали два белка: 57 и 32К, кото¬ 
рые иммунопреципитируются некоторыми сыворотками живот¬ 
ных с опухолями совместно с малыми Т-антигенами вирусов 
SV40, PY и ВК [135—137]. Сравнительный анализ размеров 
белков показывает, что эти два белка могут отличаться от бел¬ 
ков из полос 57 и 32 К, о которых говорилось выше. Эти резуль¬ 
таты свидетельствуют о том, что малый Т-антиген может обра¬ 
зовывать комплекс с несколькими определенными полипептида¬ 
ми, но они не дают ответа на вопрос, существуют ли такие ком¬ 
плексы in vivo. 

Средний Т-антиген вируса PY уникален среди ранних белков 
паповавирусов в том смысле, что у SV40 и вируса ВК, по-види¬ 
мому, нет аналогичных ранних белков. Он имеет мол. массу 
57 К и представляет собой связанный t мембраной фосфопро- 
теин [80, 143]. Со средним Т-антигеном связана тирозинспеци- 
фичная киназная активность in vitro, поскольку в иммунопре¬ 
ципитате он оказывается меченым по меньшей мере по одному 
определенному тирозиновому остатку [41, 142, 143]. Генетиче¬ 
ские данные указывают на тесную корреляцию между киназной 
активностью и способностью к трансформации, что свидетель¬ 
ствует о ее необходимости в данном процессе. Имеются также 
данные, показывающие, что этой ферментативной активности 
недостаточно для трансформирующей функции белка. Недавно 
Куртнейдж и Смит обнаружили, что средний Т-антиген может 
быть выделен и комплексе е pp60 c ' src , известной тирозинкиназой 
[30] и клеточным аналогом трансформирующего белка 
(pp60 v ~ src ) вируса саркомы Рауса. В настоящее время полага¬ 
ют, что этот белок служит источником киназной активности, 
связанной со средним Т-антигеном. 

Средний Т-антиген содержит на С-конце последовательность 
из 22 колинеарных, незаряженных гидрофобных аминокислот, 
с обеих сторон соединенных с кластерами основных остатков. 
Структура этого участка похожа на структуру других участков, 
которые включаются в плазматическую мембрану. Кармайклу 
с соавторами генетическим путем удалось получить мутант, в 
котором эта последовательность отсутствовала (мутант был на¬ 
зван 1387Т) [18]. Клетки, зараженные таким мутантным виру¬ 
сом, не трансформируются, а укороченные молекулы среднего 
Т-антигена не обладают киназной активностью и не способны 
связываться с мембранными структурами. Эти данные указы- 
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вают на важную роль гидрофобного хвоста в процессе включе¬ 
ния в мембрану и выдвигают интересную гипотезу о том, что 
средний Т-антиген включается в мембрану в качестве субстра¬ 
та специфической тирозинкиназы и (или) в комплексе с этим 
ферментом, т. е. с pp60 c " src . 

Как уже упоминалось выше, есть также данные, показываю¬ 
щие роль среднего Т- и (или) малого Т-антигенов в литическом 
цикле вируса PY. Несколько лет тому назад Бенджамин описал 
класс мутантов PY (мутанты по спектру хозяев), которые не спо¬ 
собны к интенсивному росту в линиях мышиных клеток, обычно 
используемых для выращивания вирусов, однако могут расти в 
мышиных клетках, трансформированных вирусом PY [6]. Для 
интенсивного роста этих мутантных вирусов требуются либо 
клетки почек мышат, либо некоторые мышиные линии, транс¬ 
формированные вирусом PY, либо клетки, химически трансфор¬ 
мированные или зараженные ретровирусом мышей [64]. Мутан¬ 
ты этого класса также не могут интенсивно размножаться в 
здоровых мышах и абсолютно не способны к трансформации 
как in vivo, так и in vitro [6, 159]. При всех подобных мутациях 
изменяются структуры как среднего, так и малого Т-антигенов. 
Биохимический дефект в литическом цикле имеет место на позд¬ 
ней стадии — при заражении синтезируется нормальное количе¬ 
ство вирусной ДНК и капсидных белков, однако выход вируса 
оказывается низким. По-видимому, дефект заключается в нару¬ 
шении процесса сборки инфекционных частиц. Дефект по транс¬ 
формации, очевидно, связан с функцией среднего Т-антигена. 
Причина литического дефекта окончательно не установлена, 
однако в работе Гарсеа и Бенджамина [55] показано, что малый 
Т-антиген в нетрансформирующих мутантах по спектру хозяев 
не фосфорилирует нужным образом мажорный капсидный белок 
VP1. Неизвестно, является ли это основной причиной, мешаю¬ 
щей образованию инфекционного вируса, однако можно предпо¬ 
лагать, что это так. 

Получены аналогичные мутанты SV40, т. е. вирусы, дефект¬ 
ные по образованию новых инфекционных вирионов, однако об¬ 
ладающие почти нормальными ранними функциями, включая 
синтез вирусной ДНК. Описаны два таких мутанта — один с 
температурочувствительным фенотипом и другой, нежизнеспо¬ 
собный делеционный мутант [29, 165]. Мутации в этом и другом 
мутанте затрагивают большой Т-антиген SV40, но влияют на 
разные его функции [26, 29, 165]. Таким образом, большой Т-ан¬ 
тиген SV40 активен и в поздней фазе литического цикла. 
В связи с этим было бы интересно выяснить, как его поздние 
функции соотносятся с поздними функциями продуктов генов 
малого Т-антигена у мутантов по спектру хозяев вируса PY и 
оказывают ли влияние хотя бы некоторые из этих поздних функ- 
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ций на развитие трнсформированного фенотипа у непермиссив- 
ных клеток. 


Транскрипционные единицы вируса PY 
и SV40 

Как отмечалось выше, геномы обоих вирусов устроены сход¬ 
ным образом в отношении локализации двух транскрипционных 
единиц и тех регуляторных последовательностей, которые управ¬ 
ляют экспрессией (рис. 26.1). К последним относятся находя¬ 
щиеся на участке начала репликации ранние и поздние промо¬ 
торы, расположенные выше по последовательности потенциаль¬ 
ные регуляторные участки, а также энхансерные элементы. Кро¬ 
ме того, в этой области располагаются участки специфического 
связывания большого Т-антигена, которые оказывают влияние 
на регуляцию транскрипции геномов. В данной главе основное 
внимание уделяется тому, что известно об этих последователь¬ 
ностях, необходимых для правильной регуляции экспрессии ви¬ 
русных генов. 


Регуляция транскрипции вируса PY 

На рис. 26.1 представлена карта ранних и поздних транс- 
криптов вируса PY, на которой локализованы их 5'-концы, до¬ 
норные и акцепторные последовательности сплайсинга и З'-кон- 
цы. Более подробная схема участка начала репликации дана на 
рис. 26.2. После минимального участка начала репликации (если 
двигаться в сторону ранних генов) находится ТАТА-последова- 
тельность Гольдберга—Хогнесса, которая детерминирует мажор¬ 
ную точку старта транскрипции около 150-го нуклеотида. Инте¬ 
ресно отметить, что наличие этой последовательности не обяза¬ 
тельно для жизнеспособности вируса и, следовательно, для 
ранней транскрипции, поскольку ее можно делетировать без 
заметного ущерба для синтеза ранних белков [87]. В этом слу¬ 
чае начинают работать гетерогенные минорные точки старта 
транскрипции, заметные и при заражении вирусом дикого типа, 
т. е. инициация транскрипции регулируется участками, отлич¬ 
ными от упомянутой выше ТАТА-последовательности. 

За 54 Ьр до последовательности ТАТА расположена после¬ 
довательность ССААТ. Пока неизвестно, является ли она, как в 
случае (3-глобина и тимидинкиназы HSV-1 [71, 109], регулятор¬ 
ным участком для транскрипции. Наконец, внутри участка, ко¬ 
торый содержит специфические сайты, обладающие в выделен¬ 
ных ядрах повышенной чувствительностью к ДНКазе I [77], на¬ 
ходится последовательность, которая служит энхансером для 
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стки, обогащенные парами АТ; —локализация б'-концов мРНК; корот¬ 

кие вертикальные штриховые линии — приблизительное положение границ со¬ 
ответствующих участков. Локализация двух последовательностей в энхансер- 
ной области, способствующих репликации ДНК (ДНК реп), взята из [112]. 

ранней транскрипции [4, 37, 52, 72, 73, 101, 111, 178]. Последо¬ 
вательности по обеим сторонам от сайта Pvu II (этот сайт име¬ 
ет координату 67,4 ед. карты) составляют две части энхансер- 
ной структуры, которые могут действовать независимо друг от 
друга. Каждая из них может усиливать экспрессию чужеродно¬ 
го гена в любой ориентации, выше или ниже соответствующего 
промотора. Имеются также данные, показывающие, что при 
экспрессии гена хлорамфениколацетилтрансферазы (CAT), регу¬ 
лируемого промотором гена коллагена цыплят, последователь¬ 
ность, лежащая со стороны поздней области от вышеупомянуто¬ 
го сайта Pvu II, является более сильным энхансером по сравне¬ 
нию с энхансерными элементами, находящимися между двумя 
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сайтами Pvu II (координаты 67,4 и 70 ед. карты) [12]. В настоя¬ 
щее время неизвестно, справедливо ли это и для других промо¬ 
торов и связанных с ними генов. 

Вид и строение энхансерного участка, по-видимому, важны 
для выяснения, будет ли экспрессироваться ранняя область в 
дифференцированных клетках с различными фенотипами. Так, 
например, вирус PY дикого типа не способен реплицироваться 
в ряде линий тератокарциномы мышей [54, 88, 89, 123, 151, 155, 
163, 179]. В данном примере это объясняется нарушением экс¬ 
прессии ранних генов, по-видимому, на стадии транскрипции. 
В последние годы в нескольких лабораториях выделены мутан¬ 
ты PY, которые могут реплицироваться в этих клетках. Оказа¬ 
лось, что мутации в их геноме сгруппированы на участке, обла¬ 
дающем повышенной чувствительностью к ДНКазе I, о котором 
упоминалось выше. Было изучено два типа таких мутантов. 
Оказалось, что в тех мутантах, которые способны расти в клет¬ 
ках линии РСС4, произошла дупликация последовательности, 
находящейся на «поздней» стороне обогащенной парами GC 
большой палиндромной последовательности внутри упомянуто¬ 
го выше участка (5175-й нуклеотид) [88]. Вставка этой дупли¬ 
цированной последовательности произошла в месте делении с 
«ранней» стороны вышеупомянутого палиндрома. В противопо¬ 
ложность этому для тех мутантов по спектру хозяев, которые 
могут расти на другой линии тератокарциномы, F-9, наиболее 
общей чертой является наличие точечной мутации вблизи того 
же обогащенного парами GC инвертированного повтора [54, 
89]. Одна из гипотез, объясняющих этот факт, заключается в 
предположении, что мутации обоих типов приводят к модифи¬ 
кациям энхансера, позволяющим работать в недифференциро¬ 
ванных клетках тератокарциномы. Возможно, что подобные 
мутации приводят к возникновению эмбрионального тканеспе¬ 
цифичного энхансерного элемента транскрипции. Заслуживает 
внимания тот факт, что GC -богатый инвертированный повтор 
относительно устойчив к действию ДНКазы и находится в окру¬ 
жении гиперчувствительных участков. В связи с этим можно 
выдвинуть предположение о том, что in vivo с подобной струк¬ 
турой связываются один или несколько специфических белков 
и что это связывание играет важную роль в механизме действия 
энхансера. Другая возможность заключается в том, что инвер¬ 
тированный повтор, расположенный на участке, важном также 
для репликации вирусной ДНК, может быть местом связывания 
одного или нескольких клеточных белков, участвующих в этом 
процессе [112, 178]. Анализ с помощью ЭВМ вторичной струк¬ 
туры участка, включающего обогащенный GC -парами инверти¬ 
рованный повтор, показал, что на этом участке возможно обра¬ 
зование многочисленных шпилечных структур [89, 179]. Важно 
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отметить, что в наиболее стабильной гипотетической структуре 
(ДС=—34 ккал) в мутантах F-9 внутри теоретически стабиль¬ 
ной шпильки были обнаружены две вставки А/Т. Биологические 
данные свидетельствуют о том, что мутация с делецией—дупли¬ 
кацией, вероятно, необходима для роста в клетках РСС4 и что 
она для этого достаточна, если GC -обогащенный палиндром 
остается интактным. Однако, поскольку РСС4-мутанты не могут 
расти в клетках F-9, нельзя утверждать, что неизмененный па¬ 
линдром в сочетании с дупликацией обеспечивает экспрессию 
раннего участка в этих условиях. Вместе с тем небольшая 
вставка в наиболее стабильном участке шпилечной структуры 
типа «клеверного листа» обеспечивает рост в клетках F-9, при¬ 
чем образующиеся мутанты способны расти в клетках РСС4. Эти 
данные указывают на то, что протяженный палиндром имеет 
ключевое значение в экспрессии раннего участка в недифферен¬ 
цированных клетках по крайней мере двух типов и позволяют 
сделать предположение, что делеция—дупликация в мутантах 
РСС4 косвенным образом влияет на регуляторную (возможно, 
энхансерную) функцию этой палиндромной последовательности 
в процессе транскрипции. 

Промотором поздней транскрипции является структура, со¬ 
держащая ТАТА-последовательность, расположенная на рассто¬ 
янии — 100 нуклеотидов от места начала репликации в «позд¬ 
нюю» сторону и за ~30 нуклеотидов до кластера основных кэп- 
сайтов, сгруппированных около 5120-го нуклеотида. Сразу за 
местом инициации поздней транскрипции расположена последо¬ 
вательность длиной ~60 нуклеотидов, которая многократно по¬ 
вторяется на нетранслирующемся участке б'-конца большей 
части поздних вирусных мРНК [97]. После начала поздней 
транскрипции ядра клеток, зараженных вирусом PY, содержат 
много очень длинных олигомерных поздних мРНК, которые 
представляют собой продукт непрерывной транскрипции поздней 
цепи [1]. Частью посттранскрипционного процессинга таких ги¬ 
гантских первичных транскриптов является образование в ре¬ 
зультате сплайсинга несовершенной тандемной структуры из 
множественных копий лидерного повтора. В результате сплай¬ 
синга и полиаденилирования образуются готовые для трансля¬ 
ции зрелые цитоплазматические мРНК. При литической инфек¬ 
ции SV40 подобные олигомерные формы поздней ядерной вирус¬ 
ной РНК составляют минорную фракцию или вообще не обра¬ 
зуются. 

Как и в случае SV40, ранняя транскрипция вируса PY под¬ 
вержена негативному транс-воздействию большого Т-антигена. 
Механизм, с помощью которого это происходит, в настоящее 
время мало изучен. Однако основную роль в этом процессе, по- 
видимому, играет связывание со специфическими сайтами неда- 
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леко от точки начала репликации, впервые обнаруженное Год- 
реем с соавторами [57] и позднее более подробно изученное 
несколькими группами [38, 122]. Дилворт с соавторами [38] не¬ 
давно обнаружили три участка связывания большого Т-антиге- 
на с приблизительно одинаковым сродством, которые располо¬ 
жены в виде тандемного повтора на отрезке между 30-м нуклео¬ 
тидом и сайтами ранних кэпов (рис. 26.2). Оказалось, что каж¬ 
дый из этих участков длиной 35—40 нуклеотидов содержит 
олигонуклеотид GAGGC, который, по крайней мере частично, 
отвечает за связывание большого Т-антигена SV40 с двумя 
сайтами специфического связывания в области начала реплика¬ 
ции [35, 83, 170, 173]. Возможно, что этот олигонуклеотид и 
определяет специфичность взаимодействия между большим Т- 
антигеном вируса PY и сайтами связывания [38, 57, 122]. Мало 
что известно о том, каким образом большой Т-антиген вируса 
PY подавляет раннюю транскрипцию [32, 81]. Однако, поскольку 
в настоящее время имеется возможность проводить раннюю 
транскрипцию вируса PY in vitro [32, 81] и биохимически выде¬ 
лять активный большой Т-антиген вируса PY [38], вскоре, по- 
видимому, должны появиться данные о роли связывания боль¬ 
шого Т-антигена с участком начала репликации при подавлении 
ранней транскрипции. Как мы увидим позднее, топография 
участка начала репликации генома вируса PY (рис. 26.2) в не¬ 
котором смысле обратна взаимному расположению самого силь¬ 
ного из всех известных сайтов связывания большого Т-антигена 
и ранних кэпов у SV40. При этом связывание большого Т-анти¬ 
гена SV40 с самым сильным сайтом подавляет раннюю транс¬ 
крипцию in vivo [73, 130, 131]. Таким образом, у разных виру¬ 
сов механизмы репрессии ранней транскрипции могут сущест¬ 
венно различаться. 

Когда начинается репликация ДНК, в клетках, зараженных 
SV40 или вирусом PY, появляются первые новосинтезированные 
зрелые поздние вирусные мРНК. Вскоре после этого скорость 
поздней транскрипции возрастает и соотношение скоростей 
поздней и ранней транскрипции становится равным 20:1. Час¬ 
тично это обусловлено избирательным подавлением ранней 
транскрипции большим Т-антигеном и, кроме того, увеличением 
числа основных матриц для поздней транскрипции, т. е. ново- 
синтезированных сверхспиральных вирусных ДНК. Более того, 
для системы SV40 есть данные, свидетельствующие о том, что 
большой Т-антиген необходим не только для запуска реплика¬ 
ции, но и для активации поздней транскрипции [15, 90]; для ви¬ 
руса PY этого пока не показано. Мы подробнее остановимся на 
данном вопросе в следующем разделе. 
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Регуляция транскрипции SV40 

Область начала репликации SV40 содержит также основные 
элементы регуляции ранней и поздней транскрипции. О регуля¬ 
торных нуклеотидных последовательностях ранней транскрипции 
SV40 известно гораздо больше, чем о регуляторных последова¬ 
тельностях поздней транскрипции, поэтому здесь мы уделим 
больше внимания анализу первых. 

В обезьяньих клетках вскоре после заражения SV40 обнару¬ 
живаются ранние вирус-специфические мРНК. Промотор, с ко¬ 
торого начинается их синтез, содержит структуру Гольдберга— 
Хогнесса, лежащую на расстоянии 30 нуклеотидов выше б'-кон- 
цов этих мРНК [7, 58, 59, 74, 130, 131]. Как и в случае раннего 
промотора вируса PY, делетирование последовательности ТАТА 
не ведет к заметному ослаблению транскрипции ранней области 
in vivo [7, 59]. Однако так же, как и у делеционных мутантов 
PY, это приводит к появлению гетерогенного набора б'-концов 
ранних мРНК. Эффект ТАТА-последовательности, состоящий в 
устранении множественности точек инициации, был показан 
также в экспериментах с мутантами, имеющими небольшие де¬ 
лении ниже последовательности ТАТА [7, 59]. Результаты этих 
экспериментов показали, что независимо от размера исследуе¬ 
мой делении расстояние между ТАТА и б'-концами ранних РНК 
составляет —30 Ьр. 

Обнаружен действующий регуляторный элемент ранней 
транскрипции, расположенный выше по последовательности [44, 
52, 75]. Он находится внутри участка длиной —60 нуклеотидов, 
который со стороны поздней области примыкает к минимально¬ 
му участку начала репликации (рис. 26.2). Этот элемент состо¬ 
ит из трех тандемных повторов длиной 21 Ьр, каждый из кото¬ 
рых содержит две тандемно ориентированные канонические 
последовательности G 3 - 4 CG 2 Pu 2 . Сейчас получены новые дан¬ 
ные, свидетельствующие о том, что этот участок играет важную 
роль в регуляции ранней транскрипции in vivo и, возможно, ока¬ 
зывает также большое позитивное воздействие и на позднюю 
транскрипцию [52, 75]. 

Со стороны поздней области к 21-парным повторам примы¬ 
кают два тандемно ориентированных повтора длиной 72 Ьр, ко¬ 
торые составляют энхансерный участок для ранней транскрип¬ 
ции SV40 [4, 53, 72, 111]. Они могут действовать, находясь в 
любой ориентации выше по цепи, ниже или внутри кодирующей 
последовательности ранней области. Для энхансерного эффекта 
in vivo требуется только одна копия 72-парного повтора [72], 
причем было показано, что этот энхансер способствует также 
экспрессии in vivo целого ряда клонированных клеточных генов 
Обнаружено также, что в клетках обезьяны или человека он 
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более эффективен, чем в клетках грызунов. Это согласуется с 
предположением о том, что с ним взаимодействуют видоспеци¬ 
фические клеточные белки и благодаря этому взаимодействию 
достигается оптимальный энхансерный эффект in vivo. Так же 
как и в случае энхансерного участка вируса РУ, 72-парные 
повторы находятся внутри участка с повышенной чувствитель¬ 
ностью к ДНКазе I; это было показано при помощи методов, 
аналогичных тем, которые применялись при изучении клеток, 
зараженных вирусом PY [77, 147, 162]. Более того, при изучении 
этих последовательностей обнаружено, что для тандемных генов 
энхансерный эффект наблюдается сильнее всего в отношении тех 
генов, которые находятся ближе к промотору [84, 180]. Одно из 
объяснений эффекта «закрытия» промоторов заключается в том, 
что энхансерный элемент (т. е. 72-парный повтор) служит в ка¬ 
честве точки «вхождения» РНК-полимеразы II, которая затем 
мигрирует вдоль цепи ДНК, пока не находит первый «подходя¬ 
щий» промотор. Возможно и другое объяснение — не исключе¬ 
но, что энхансерный элемент является последовательностью, с 
которой связывается некоторый специфический клеточный белок 
(или белки), вследствие чего образуется белковый комплекс с 
участием соседнего промотора, с которым в свою очередь связы¬ 
ваются один или несколько полипептидов, осуществляющих 
транскрипцию. Главным следствием образования такого ком¬ 
плекса может быть инициация транскрипции в соответствующем 
промоторе. 

В настоящее время известно множество энхансерных элемен¬ 
тов вирусных и клеточных генов. Сравнивая последовательности 
энхансерных элементов того минимального размера, при кото¬ 
ром они еще остаются активными, Хаури и Грус [92] предло¬ 
жили последовательность, являющуюся кандидатом на консен¬ 
сус: 


ААА 

GTGGTTTG 

Эта последовательность имеется и в активном участке 72-пар- 
ного повтора SV40. 

После того как начинается репликация вирусной ДНК, акти¬ 
вируется второй ранний промотор, причем 5'-концы ранних 
мРНК сдвигаются вверх на 40 нуклеотидов [58, 73]. Для тако¬ 
го сдвига требуется большой Т-антиген, причем сдвиг происхо¬ 
дит не за счет связывания большого Т-антигена с самым «силь¬ 
ным» сайтом — последовательностью из 30 нуклеотидов, примы¬ 
кающей со стороны ранней области к минимальному участку 
начала репликации (сайт 1) [73]. В жизнеспособных мутантах, 
имеющих делецию в сайте 1, благодаря которой нарушается 
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связывание, при активации репликации ДНК также наблюдает¬ 
ся сдвиг раннего промотора [73]. Разумное объяснение данного 
эффекта заключается в том, что этот сдвиг вызывается, по край¬ 
ней мере частично, процессом инициации репликации, в котором 
основную роль играет большой Т-антиген. Точный состав после¬ 
довательностей, которые составляют верхний промотор, в на¬ 
стоящее время не выяснен. По-видимому, важную роль здесь 
играют последовательности, лежащие внутри участка, содержа¬ 
щего 21-парный повтор [44, 52, 75]. Внутри фрагмента этого 
участка, содержащего повторы длиной 8—9 Ьр, имеются неболь¬ 
шие А/Т-последовательности «спейсерного» типа, и было бы 
интересно выяснить, определяют ли они, куда именно сдвигают¬ 
ся точки старта ранней транскрипции. 

Как отмечалось выше, активация поздней транскрипционной 
единицы SV40 частично определяется действием большого 
Т-антигена. Важно отметить, что действие этого белка приводит 
к амплификации активных матриц для поздней транскрипции 
(новосинтезированных сверхспиральных вирусных ДНК), так 
как он инициирует синтез вирусных ДНК. Кроме того, генети¬ 
ческие эксперименты, выполненные несколько лет назад в груп¬ 
пе Тетмейера [31], показали, что большой Т-антиген играет роль 
«переключателя» ранней и поздней транскрипции. Они обнару¬ 
жили, в частности, что некоторые температурочувствительные 
мутанты по цистрону большого Т-антигена не способны «запус¬ 
кать» позднюю транскрипцию, если в ходе эксперимента зара¬ 
жение происходит при непермиссивной температуре. Однако 
если температуру меняют до непермиссивной после того, как на¬ 
чались синтез вирусной ДНК и интенсивная поздняя транскрип¬ 
ция, то поздняя транскрипция продолжается несмотря на то, что 
синтез новых вирусных ДНК полностью останавливается. По¬ 
следующие работы, выполненные в лабораториях Хаури и Стар¬ 
ка, показали, что поздняя транскрипция с некоторой эффектив¬ 
ностью происходит и на ранней стадии, однако при этом не 
синтезируется функционально активная поздняя мРНК [46, 119]. 
Келлер и Олвин [90] и Брэди с соавторами [15] обнаружили, 
что большой Т-антиген активирует позднюю транскрипцию и в 
отсутствие репликации вирусной ДНК. В дополнение к этому 
было показано, что мутация, благодаря которой нарушается 
связывание большого Т-антигена с участком начала репликации, 
подавляет этот эффект [90]. Следовательно, способность боль¬ 
шого Т-антигена специфически связываться с участком начала 
репликации, по-видимому, играет важную роль в этом явлении. 
Изучению этой способности должны помочь опыты, которые 
проводятся с геномами, имеющими селективные мутации в ин¬ 
дивидуальных сайтах связывания большого Т-антигена. Имею¬ 
щиеся данные, взятые в совокупности, свидетельствуют о том, 
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что есть по меньшей мере два различных процесса, осуществ¬ 
ляющих регуляцию поздней транскрипции, — прямая активация 
большим Т-антигеном транскрипционной единицы и вызываемая 
большим Т-антигеном амплификация поздних матриц в резуль¬ 
тате репликации вирусной ДНК. 

Структура позднего промотора SV40 изучена не так деталь¬ 
но, как структура раннего промотора, однако имеющиеся дан¬ 
ные показывают, что она отличается сложностью и многокомпо- 
нентностью. В отличие от поздней транскрипции вируса РУ йот 
ранней транскрипции SV40 и вируса PY инициация поздней 
транскрипции SV40 происходит в большом числе стартовых то¬ 
чек, распределенных в сегменте длиной 300 Ьр [60] (рис. 26.1 и 
26.2). Практически же большая часть точек старта, находящих¬ 
ся вблизи промотора, расположена на участке, содержащем 
72-парный повтор. Кроме того, результаты исследований, вы¬ 
полненных в двух лабораториях, свидетельствуют о важном зна¬ 
чении для поздней транскрипции 21-парных повторов [52, 147]. 
Получены также данные о том, что важным элементом является 
минимальный участок начала репликации даже в тех клетках* 
которые не могут поддерживать репликацию вирусного генома 
[28]. Принимая во внимание скорость, с какой появляются ра¬ 
боты, посвященные изучению делеций, замен и вставок на участ¬ 
ке начала репликации, уже в ближайшем будущем можно ожи¬ 
дать более полного описания всех элементов ДНК, участвую¬ 
щих в регуляции поздней транскрипции. 

Как уже отмечалось выше, большой Т-антиген подавляет 
раннюю транскрипцию SV40. Это происходит, по крайней мере 
частично, за счет его связывания с двумя последовательностями* 
расположенными в области начала репликации. Согласно одной 
из моделей, учитывающих влияние такого связывания на меха¬ 
низм ингибирования транскрипции, связывание с самым «силь¬ 
ным» сайтом (сайт 1, см. рис. 26.2), который примыкает с «ран¬ 
ней» стороны к участку начала репликации, приводит к подав¬ 
лению транскрипции с нижнего раннего промотора и лишь к час¬ 
тичному подавлению тех точек инициации полимеразы II, кото¬ 
рые контролируются верхним промотором [73]. Можно считать* 
что к полному подавлению транскрипции с обоих промоторов 
приводит связывание с обоими сайтами 1 и 2. В этом случае 
связывание с сайтом 2, по-видимому, приводит к тому, что боль¬ 
шой Т-антиген приходит в соприкосновение с комплексом поли¬ 
меразы II, находящимся на верхнем промоторе. Эти выводы 
сделаны на основании данных, полученных как in vivo, так и 
in vitro [73, 130]. 

Как отмечалось выше, при сравнении общей структуры обла¬ 
стей начала репликации SV40 и вируса PY возникают спорные 
вопросы. Между этими областями имеется бросающееся в глаза 
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сходство: а) в обоих случаях основу структуры областей начала 
репликации составляют, в частности, протяженные инвертиро¬ 
ванные повторы; б) на границе с поздней областью минималь¬ 
ный участок начала репликации содержит последовательность, 
обогащенную парами АТ; и в) в этих областях содержится ран¬ 
ний б'-энхансер. Однако в отличие от SV40 главный ранний 
промотор вируса PY не перекрывается с основными структура¬ 
ми области начала репликации и ранняя ТАТА-последователь- 
ность находится ниже известных в настоящее время сайтов 
связывания большого Т-антигена. Геном SV40 имеет такое 
строение, что на основании данных о системах регуляции прока¬ 
риот легко можно представить, как большой Т-антиген блокиру¬ 
ет начало работы РНК-полимеразы на соседнем промоторном 
участке. В случае вируса PY заметная разобщенность участков 
связывания большого Т-антигена и начала ранней транскрипции 
дает основание предполагать, что, по-видимому, здесь имеется 
отличие от механизма SV40, согласно которому эффект подав¬ 
ления ранней транскрипции коррелирует со связыванием боль¬ 
шого Т-антигена с областью начала репликации. Кроме того, у 
некоторых штаммов вируса PY дикого типа нет тандемных по¬ 
второв энхансерных структур. Однако при дальнейшем анали¬ 
зе некоторых мутантных штаммов была обнаружена дуплика¬ 
ция последовательностей внутри энхансерного участка [134]. 
Можно предположить, что это имеет такое же функциональное 
значение, как и дупликация 72-парной энхансерной структуры 
в случае SV40. Участок начала репликации SV40 имеет важные 
регуляторные последовательности с тандемными повторами, ока¬ 
зывающие влияние на раннюю транскрипцию; в случае вируса 
PY точных аналогов таких последовательностей нет. Можно 
предположить, что последовательность ССАААТ, расположенная 
на ~50 нуклеотидов выше ТАТА-последовательности, оказыва¬ 
ет в случае вируса PY аналогичное действие на раннюю транс¬ 
крипционную единицу, хотя в настоящее время нет данных, под¬ 
тверждающих эту точку зрения. Таким образом, хотя оба виру¬ 
са, по-видимому, эволюционировали от общего предшественни¬ 
ка, очевидно, что формирование последовательностей, регулиру¬ 
ющих экспрессию их генов, а следовательно, и определяющих, 
по крайней мере частично, их выживание в природных хозяе¬ 
вах, может быть следствием специфического давления отбора, 
вызываемого различными видами хозяев и (или) типами клеток, 
в которых они размножались и (или) персистировали в течение 
миллионов лет эволюции. 

Механизм репликации ДНК SV4Q 

В целом механизмы регуляции автономной репликации ДНК 
в случае SV40 и вируса PY в пермиссивных клетках чрезвычай- 
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но сходны. Поскольку относительно механизма репликации ДНК 
SV40 опубликовано значительно больше данных, ему и будет 
уделено основное внимание. 

Участок начала репликации 

Последовательность длиной ~60 Ьр (пары оснований от 5215 
до 30), по-видимому, служит минимальным участком начала 
репликации (рис. 26.2). В область начала репликации входят 
также участки инициации ранней транскрипции, инвертирован¬ 
ный повтор длиной 27 Ьр, лежащий выше этих участков, и упо¬ 
минавшийся ранее АТ-богатый участок длиной 17 пар нуклео¬ 
тидов, который прилегает с поздней стороны к палиндрому. Как 
уже отмечалось, на участке начала репликации локализованы 
сайты специфического связывания большого Т-антигена. В на¬ 
стоящее время в опытах по защите от нуклеаз и по связыванию 
с фрагментами ДНК идентифицировано по крайней мере 4 таких 
сайта [35, 73, 137, 160, 170, 173]. За одним исключением 

(сайт Г), они обозначены в соответствии с уменьшением срод¬ 
ства. Сайт Г является продолжением сайта 1 в «раннюю» сто¬ 
рону и содержит ~15 Ьр, а сродство большого Т-антигена к 
этому сайту приблизительно такое же, как к сайту 3 [170]; гра¬ 
ницы сайта 3 определены не так точно, как для сайтов 1, 2 и 1'. 
Однако имеющиеся в настоящее время данные дают основания 
предполагать, что в сайт 3 входят три копии 21-парного повто¬ 
ра, лежащие выше АТ-богатого 17-парного участка и гранича¬ 
щие с первым из двух 72-парных повторов [35, 152]. Кроме того, 
до сих пор четко не определена граница между сайтами 2 и 3; 
по-видимому, она находится поблизости от границы минималь¬ 
ного участка начала репликации с «поздней» стороны. Итак, из 
сравнения результатов делеционного картирования и анализа 
нуклеотидной последовательности сайта связывания большого 
Т-антигена следует, что сайт 2 составляет значительную часть 
минимального участка начала репликации. Практически вся 
репликация вирусной ДНК начинается с этой последовательно¬ 
сти, хотя Мартин и Сетлоу обнаружили минорный участок на¬ 
чала репликации на З'-конце ранней области SV40, который во 
время пермиссивной инфекции [105] работает с низкой эффек¬ 
тивностью. 

После того как произошла инициация репликации, образуют¬ 
ся две репликационные вилки, мигрирующие с приблизительно 
одинаковой скоростью в разные стороны. Каждая из вилок 
проходит ~50% длины окружности кольцевой хромосомы от 
места начала репликации (0,17 ед. карты). Последовательности, 
на которых в норме заканчивается репликация, не являются 
строго обязательными для процесса терминации, поскольку 
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обычные вирусные последовательности на этом участке можно 
с успехом заменить широким набором клеточных последователь¬ 
ностей. 

Получено много данных, показывающих, что прерывистый 
синтез цепи в каждой вилке происходит по механизму образо¬ 
вания фрагментов Оказаки, согласно которому синтез каждого 
фрагмента инициируется короткой олигорибонуклеотидной за¬ 
травкой [39]. Следовательно, на этой стадии процесса синтеза 
принимает участие ДНК-праймаза. И непрерывный синтез 
одной цепи, и прерывистый синтез другой, по-видимому, осуще- 
ставляются ДНК-полимеразой а, так, как оба этих процесса 
эффективно подавляются афидиколином — специфическим инги¬ 
битором этого фермента в клетках млекопитающих. Помимо 
того, что большой Т-антиген играет известную роль на стадии 
инициации, имеются данные, свидетельствующие о его участии в 
процессах, следующих после инициации [158]. Первые работы, 
посвященные изучению роли большого Т-антигена в реплика¬ 
ции ДНК SV40, показали, что синтез вирусной ДНК в клетках, 
зараженных мутантом tsA (/s -мутация в цистроне большого 
Т-антигена), продолжается и при переносе их в непермиссивные 
условия, что приводит к появлению новосинтезированных ин¬ 
тактных вирусных геномов. Однако в это время новые реплика¬ 
тивные интермедиаты не образуются [22, 166]. Подобные ре¬ 
зультаты интерпретировали как свидетельство того, что большой 
Т-антиген участвует лишь в инициации синтеза вирусной ДНК, 
но не в последующих стадиях этого процесса. Однако недавно 
при изучении структуры репликативных интермедиатов Книп- 
перс с соавторами обнаружили, что большой Т-антиген ста¬ 
бильно связывается со всеми фрагментами вирусного генома. 
Это, возможно, означает, что большой Т-антиген играет актив¬ 
ную роль также и на стадиях синтеза ДНК, следующих за ини¬ 
циацией, когда он принимает такую форму, благодаря которой 
Т-антиген ts А становится устойчивым к изменениям температу¬ 
ры. Очевидно, чтобы это доказать, требуется дополнительная 
информация. Однако уже сейчас в пользу этой гипотезы свиде¬ 
тельствует обнаружение прочного связывания большого Т-анти¬ 
гена с различными фрагментами репликативного интермедиата. 

Из генетических экспериментов [102, 154] известно, что для 
правильной инициации репликации большой Т-антигеи должен 
связываться с сайтом 2. Выделен жизнеспособный холодочувст¬ 
вительный мутант, имеющий точечную мутацию в 27-парном 
инвертированном повторе внутри минимального участка начала 
репликации. Оказалось, что этот мутант условно дефектен по 
отношению к инициации репликации. Из данной популяции за¬ 
тем были выделены безусловные ревертанты. Удивительно, что 
среди них были обнаружены двойные мутанты, у которых вто- 
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рая мутация находится в цистроне большого Т-антигена [102, 
154]. Таким образом, можно сделать заключение, что в процессе 
инициации репликации большой Т-антиген должен взаимодей¬ 
ствовать с 27-парным инвертированным повтором. 

Недавно Хэй и Депамфилис получили дополнительную ин¬ 
формацию относительно механизма инициации [76]. Они опре¬ 
делили последовательности б'-концов новосинтезированных до¬ 
черних цепей и сделали из своих результатов несколько выво¬ 
дов. Во-первых, процесс инициации, по-видимому, начинается в 
нескольких специфических сайтах Е-цепи. Основные сайты, в 
частности, локализованы в 27-парном повторе (который распо¬ 
ложен рядом с сайтом 2 большого Т-антигена). Обнаружены 
также минорные сайты инициации в 21-парных повторах, кото¬ 
рые, как описано выше, также являются частью сайта связыва¬ 
ния большого Т-антигена и выполняют нужную, хотя и необяза¬ 
тельную функцию в процессе инициации репликации [8]. Соглас¬ 
но результатам ранних электронно-микроскопических работ 
[105], непрерывный синтез дочерней L -цепи начинается на участ¬ 
ке, сдвинутом на ~30 нуклеотидов в сторону ранней области от 
ближайшего сайта инициации Е-цепи. Синтез на матрице L -цепи, 
по-видимому, инициируется в ряде сайтов при помощи механиз¬ 
ма, который неотличим от прерывистого синтеза посредством 
фрагментов Оказаки. Прерывистый синтез на Е-цепи начинается 
предположительно в сайте, расположенном выше 21-парного 
повтора. 

На б'-концах всех непрерывных продуктов, синтезируемых 
на Е-цепи, по-видимому, находится АМР. Далее следуют 5— 
8 рибонуклеотидов, закодированных последовательностями, при¬ 
мыкающими к нуклеотиду на б'-конце. За ними расположен 
участок, на котором начинается полимеризация дезоксирибонук- 
леотидов. Следовательно, зависящая от большого Т-антигена 
инициация синтеза ДНК — по-видимому, асимметричный про¬ 
цесс, в котором первые акты синтеза определяются последова¬ 
тельностями, содержащими описанные выше сайты связывания 
большого Т-антигена и чаще всего также минимальный участок 
начала репликации. В связи с этим частота случаев инициации 
в 21-парном повторе значительно ниже, чем в минимальном 
участке начала репликации, что согласуется с величиной срод¬ 
ства этих двух сайтов к очищенному большому Т-антигену. 

Теоретически существует много объяснений соотношения 
между связыванием большого Т-антигена и наблюдаемой час¬ 
тотой инициации репликации. Принимая во внимание тот факт, 
что имеются олигорибонуклеотидные лидерные последовательно¬ 
сти, примыкающие к б'-концам дочерних L -цепей, можно пред¬ 
положить, что хозяйскую праймазу в соответствующую точку на 
участке начала репликации направляет большой Т-антиген и 
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это позволяет ей начать синтез специфического олигорибонук- 
леотида. Есть и другая возможность — не исключено, что боль¬ 
шой Т-антиген сам играет роль праймазы или затравки, воз¬ 
можно, путем образования ковалентного комплекса со специфи¬ 
ческим рибонуклеотидом, например с АМР. Согласно еще одно¬ 
му предполагаемому механизму, концевые олигонуклеотиды мо¬ 
гут быть продуктами малых РНК-инициаторов, синтез которых 
начинается существенно выше по последовательности. В этом 
случае концевые последовательности могут появляться в резуль¬ 
тате расщепления, осуществляемого большим Т-антигеном в 
специфических точках участков связывания. 

Механизм терминации синтеза ДНК известен лишь частично. 
Во время разделения цепей на участке, где заканчивается реп¬ 
ликация, есть небольшой незаполненный одноцепочечный про¬ 
бел, который впоследствии заполняется, и в результате появля¬ 
ются новосинтезированные молекулы ДНК в форме I [20]. Ин¬ 
тересно отметить паузу в функционировании репликационных 
вилок перед окончанием синтеза после того, как каждая из них 
прошла ~90% соответствующей матрицы [164]. На основании 
этого наблюдения можно предположить, что процесс, ограничи¬ 
вающий скорость синтеза, определяет и стадию терминации. 
Возможно, что таким процессом является упомянутое выше за¬ 
полнение одноцепочечного пробела, после которого следует раз¬ 
деление несвязанных дочерних молекул. 

Не исключено также, что разделение новосинтезированных 
дочерних молекул происходит при помощи механизма, вклю¬ 
чающего образование димеров в форме катенаінов [39], Разделе¬ 
ние таких структур могло бы катализироваться соответствую¬ 
щей топоизомеразой в процессе внутримолекулярной рекомбина¬ 
ции. Димеры-катенаны были обнаружены при литической инфек¬ 
ции, причем при помощи импульсной метки было показано, что 
ковалентно замкнутые димеры-катенаны появляются и исчезают 
[39]. Неизвестно, однако, связано ли исчезновение таких струк¬ 
тур с появлением новых молекул в форме I, т. е. пока нет чет¬ 
ких доказательств, что эти структуры являются репликацион- 
ными интермедиатами. 

Интеграция геномов паповавирусов 

Геномы клеток, устойчиво трансформированных SV40 и ви¬ 
русом РУ, содержат одну или несколько интегрированных копий 
по крайней мере части ранней вирусной области вместе с функ¬ 
ционирующим ранним промотором. Большинство клеток, транс¬ 
формированных SV40, содержат по крайней мере одну полную 
копию интактной ранней области и участка начала репликации, 
поэтому можно предполагать, что для процесса трансформации 
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необходим интактный или почти .интактный большой Т-антиген. 
В противоположность этому в некоторых линиях клеток грызу¬ 
нов, трансформированных вирусом PY, отсутствует до 40% ран¬ 
ней области [10]. Делетированный фрагмент обычно включает 
участки, расположенные ниже единственного в геноме сайта 
£coRI. Мутант образует интактные малый и средний Т-антиге- 
ны и укороченный большой Т-антиген. Имеющиеся в настоящее 
время многочисленные данные свидетельствуют о том, что для 
возникновения устойчиво трансформированного фенотипа у 
определенной линии клеток требуется большая часть молекулы 
среднего Т-антигена и лишь 60% молекулы большого Т-антиге- 
на с его N -конца. Роль малого Т-антигена в этом процессе в на¬ 
стоящее время неясна. 

У некоторых SV40- и PY -трансформантов отмечена интегра¬ 
ция более одного генома, причем во многих случаях интегриро¬ 
ванные геномы представлены в виде тандемного повтора «голо- 
ва-к-хвосту» [5, 10, 96, 138]. Одна из моделей, объясняющих 
относительно частое возникновение таких тандемных повторов, 
была предложена Чиа и Ригби [21]. Они обнаружили, что на 
поздней стадии непермиссивной инфекции геномы паповавиру¬ 
сов присутствуют в виде многокопийных неинтегрированных мо¬ 
лекул. Им удалось показать, что олигомерные молекулы состоят 
из тандемных повторов «голова-к-хвосту». На основании этого 
было выдвинуто предположение, что такие молекулы возникли 
в результате репликации по механизму катящегося кольца [21]. 
Авторы предполагают, что в результате рекомбинации части та¬ 
ких тандемно повторяющихся геномов, по-видимому, в случай¬ 
ных местах хозяйской хромосомы и могли возникнуть интегри¬ 
рованные копии фрагментов этих структур. 

Механизм интеграции геномов SV40 и вируса PY исследован 
недостаточно подробно, однако на эту тему накоплена обширная 
информация. Во-первых, в вирусном геноме нет специфического 
сайта интеграции. Во-вторых, когда с помощью молекулярного 
клонирования интегрированных вирусных геномов удалось опре¬ 
делить последовательность непосредственно в местах соединения 
клеточной и вирусной ДНК, выяснилось, что в большинстве слу¬ 
чаев на этих участках нет ни повторяющихся или специфиче¬ 
ских последовательностей, ни участков гомологии с фрагментами 
вирусной хромосомы. Таким образом, в отличие от провирусной 
интеграции ретровирусов в данном случае в интегрированном 
вирусном геноме отсутствуют структурные элементы, характер¬ 
ные для транспозонов. Более того, такие данные позволяют 
исключить участие гомологичной рекомбинации в процессе инте¬ 
грации. В-третьих, ни в одном из исследованных геномов кле- 
ток-хозяев не было найдено специфических сайтов интеграции, 
однако в месте интеграции были обнаружены значительные де- 



56 Глава 26 


леции хозяйской ДНК [160]. Следовательно, процесс интеграции 
может иметь форму делеционного или инсерционного мутагене¬ 
за. В целом имеющиеся данные отчетливо показывают, что ме¬ 
ханизм интеграции состоит в «незаконной» негомологичной 
реципрокной рекомбинации, происходящей, по-видимому, в слу¬ 
чайных местах. 

Трансформация, вызываемая SV40 и вирусом PY, не отлича¬ 
ется эффективностью. В конечном итоге устойчивыми трансфор¬ 
мантами становится лишь малая доля зараженных клеток. И хо¬ 
тя большая часть оставшихся зараженных клеток на короткое 
время приобретает трансформированный фенотип, через некото¬ 
рое время они теряют и вирусные последовательности, и все 
заметные биологические аномалии [49, 177]. Следовательно, мож¬ 
но утверждать, что процесс стабильной интеграции нормально 
экспрессирующегося вирусного генома происходит с относитель¬ 
но низкой эффективностью. В некоторых клетках грызунов бло¬ 
кирование эффективной трансформации SV40 происходит на 
уровне интеграции, хотя возможны и другие варианты [93, 94]. 
Кроме того, Базилико с соавторами [5] показали, что в транс¬ 
формированных клетках крысы, содержащих полную копию ви¬ 
русной ранней области, интактный большой Т-антиген вируса 
PY может способствовать дестабилизации интегрированного ге¬ 
нома и появлению клеток, которые утратили трансформирован¬ 
ный фенотип и вирусный геном. Здесь следует отметить, что 
Сэмбрук и Ботчан с соавторами [27, 138, 139] показали, что в 
некоторых трансформированных клетках действие большого 
Т-антигена SV40 приводит к выщеплению вирусной хромосомы 
из места интеграции; этот процесс, по-видимому, связан с ре¬ 
пликацией вирусного генома in situ, начинающейся на интакт¬ 
ном участке начала репликации. Вследствие рекомбинации меж¬ 
ду фрагментами новосинтезированных клеточных фланкирую¬ 
щих последовательностей, расположенных по обеим сторонам 
новосинтезированной вирусной ДНК, появляются неинтегриро¬ 
ванные сверхспиральные кольцевые химерные структуры, состо¬ 
ящие из клеточной и вирусной ДНК [27, 138, 139]. Предпола¬ 
гают, что в результате внутри- и (или) межмолекулярной реком¬ 
бинации возникают свободные интактные копии вирусной ДНК. 
Не исключено, что благодаря работе именно этого механизма 
в трансформированных вирусом SV40 клетках после их слияния 
с клетками обезьян появляется инфекционный вирус. На осно¬ 
вании этих данных предложена модель, согласно которой для 
стабилизации интегрированного набора вирусных последова¬ 
тельностей, содержащих участок начала репликации, требуется 
инактивация способности большого Т-антигена инициировать 
автономную репликацию и (или) отсутствие одного или несколь¬ 
ких клеточных факторов пермиссивности, необходимых для 
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автономного синтеза вирусной ДНК- В особенности это относит¬ 
ся к клеткам, которые полностью непермиссивны в отношении 
репликации вирусной ДНК. Следует отметить, что по крайней 
мере на одном типе трансформированных SV40 клеток человека 
(SV80) было показано, что в них синтезируется интактная фор¬ 
ма большого Т-антигена, который в результате точечной мута¬ 
ции стал не способен к эффективной инициации репликации ви¬ 
русной ДНК [62]. Описаны и другие подобные трансформанты 
клеток человека. Поскольку клетки человека являются полупер¬ 
миссивными для синтеза вирусной ДНК, такая инактивация 
функции большого Т-антигена в репликации должна приводить 
к защите потенциального трансформанта от летального дейст¬ 
вия автономной репликации вирусного генома. 

В конечном итоге ясно, что в установлении трансформиро¬ 
ванного фенотипа непермиссивных клеток участвует большой 
Т-антиген и того и другого вируса (SV40 и РУ) [16, 49, 50, 116, 
168]. Одна из интерпретаций полученных результатов состоит 
в том, что большой Т-антиген вызывает интеграцию паповави¬ 
русов. Если это так, то возможны два общих механизма этого 
процесса. В первом из них большой Т-антиген принимает непо¬ 
средственное участие, а во втором он действует косвенным обра¬ 
зом. Однозначных доказательств того, что большой Т-антиген 
непосредственно вызывает интеграцию вирусной ДНК, пока нет. 
Безуспешными оказались попытки обнаружить связанную с 
большим Т-антигеном нуклеазную и ДНК-полимеразную актив¬ 
ности. Однако известно, что большой Т-антиген может стимули¬ 
ровать синтез клеточной ДНК в клетках, покоящихся в фазе Gi, 
и он же, по-видимому, запускает синтез большого числа фермен¬ 
тов, принимающих участие в метаболизме нуклеотидов и в син¬ 
тезе ДНК и РНК [40, 176]. В этом случае напрашивается пред¬ 
положение, что действие большого Т-антигена вызывает накоп¬ 
ление белков, участвующих в процессах репарации и (или) ре¬ 
комбинации ДНК, что приводит в конечном итоге к увеличению 
вероятности «незаконной» рекомбинации между хозяйской ДНК 
и неинтегрированными элементами. Отсюда следует, что дейст¬ 
вие большого Т-антигена в процессе трансформации частично 
заключается в индукции синтеза клеточных белков, необходи¬ 
мых для осуществления случайной межмолекулярной рекомби¬ 
нации. 
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Репликация парвовирусов 

Кеннет И. Бернс , Николас Музычка, Вильям В . Хаусвирт 1 


Парвовирусы являются одними из самых мелких ДНК-со- 
держащих вирусов животных. Их вирион имеет в диаметре 18— 
26 нм и состоит только из белка и ДНК. В сем. Parvoviridae 
входят три рода: парвовирусы, депендовирусы (адено-ассоции- 
рованные вирусы) и денсовирусы (вирус денсонуклеоза) [5]. 
Представители первых двух родов широко распространены сре¬ 
ди теплокровных животных, начиная от домашней птицы и кон¬ 
чая человеком (табл. 27.1). Адено-ассоциированные вирусы 
(ААѴ) уникальны среди вирусов животных в том отношении, 
что для их продуктивной инфекции необходимо совместное за¬ 
ражение с неродственным вирусом-помощником, таким, как аде¬ 
новирус или вирус простого герпеса [4, 16, 51, 91]. Наряду с 
этими различиями у автономных парвовирусов и ААѴ есть мно¬ 
го общего в строении геномов, их организации и экспрессии. 
В этой главе мы сравним репликацию этих двух родов на моле¬ 
кулярном и биологическом уровнях. Составляющие третий род 
вирусы денсонуклеоза выделены только из Lepidoptera и Orthop- 
tera. Поскольку по спектру хозяев эти вирусы не входят в чис¬ 
ло тех, которым посвящена данная книга, и поскольку вопрос 
об их принадлежности к Parvoviridae все еще остается откры¬ 
тым, их репликацию мы не будем рассматривать. Читатели, ко¬ 
торых интересуют вирусы денсонуклеоза, могут обратиться к 
работе [62]. 

Вирион 

Вирион парвовирусов имеет относительно простую структуру 
и состоит только из трех белков и линейной одноцепочечной 
молекулы ДНК. Вирусные частицы обладают икосаэдрической 
симметрией и имеют диаметр 18—26 нм. Выяснение детальной 
структуры вирионов оказалось очень трудной задачей, и ничего, 
кроме этих основных фактов, методами электронной микроско- 


1 Kenneth I. Berns, Nicholas Muzyczka, William W. Hauswirth, Department 
of Immunology and Medical Microbiology, University of Florida, College of Me¬ 
dicine, Gainesville, Florida 32610. 
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Таблица 27.1. Parvoviridae 


Род Parvovirus 

Род Dependovirus 
(адено-ассоциированные вирусы) 

Вирус крыс 

ААѴ-1 

Вирус Н1 

ААѴ-2 

Вирус НЗ 

ААѴ-3 

Мелкий вирус мышей 

AAV- 4 

Парвовирус свиней 

Адено-ассоциированный вирус 
крупного рогатого скоте 
(АААѴ) 

Парвовирус крупного рогатого скота 

П р ед полагаемый член рода: 

Парвовирус кошек 

Парвовирус гусей 

Парвовирус кроликов 

тѵх 

Вирус KBSH 

Lu III 

RT 

Предполагаемые члены рода: 

Вирус гастроэнтерита человека (нору- 
окский агент) 

Вирус алеутской болезни норок 
Парвовирус кроликов 

Парвовирус собак 

Парвовирус человека (В-19) 

ААѴ лошадей 


пии установить не удалось. В последних сообщениях Рабочей 
группы по парвовирусам Международного комитета по таксоно¬ 
мии вирусов [5] утверждалось, что вирионы содержат 32 капсо- 
мера диаметром 3—4 нм. Однако из-за противоречивости лите¬ 
ратурных данных к этим оценкам следует относиться с некото¬ 
рой осторожностью. В настоящее время нет воспроизводимых 
данных относительно ферментов вирусного или клеточного про¬ 
исхождения, связанных с вирионом. В одной из недавних работ 
[6] описано выделение при помощи мягкой экстракции [правда, 
не из вирионов, а из клеток, зараженных мелким вирусом мы¬ 
шей (МѴМ)]| ДНК-гистоновых комплексов. 

Вирусная частица имеет мол. массу (5,5—6,2) • ІО 6 . Прибли¬ 
зительно 80% массы составляют белки, остальное — ДНК. Бла¬ 
годаря относительно высокому отношению ДНК/белок плавучая 
плотность интактного вириона в CsCl составляет 1,39— 
1,42 г/см 3 . Высокая плавучая плотность в CsCl позволяет при 
совместном заражении легко отделить ААѴ от аденовирусов- 
помощников. Описаны тяжелые и легкие формы вирионов. По¬ 
следние содержат молекулы ДНК со значительными делениями; 
они могут участвовать в заражении в качестве дефектных ин¬ 
терферирующих частиц (ДИ-частиц) [29, 33, 50, 59, 85, 96, 118]. 
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Точная причина появления вирионов, более тяжелых, чем обыч¬ 
ные, неизвестна. ДНК, содержащаяся в более тяжелых вирио- 
нах, неотличима от ДНК нормальных вирионов, поэтому можно 
предполагать, что у первых утрачена часть белков. Неизвестно, 
составляют ли утраченные белки специфический набор. Коэф¬ 
фициент седиментации вирионов в нейтральном сахарозном гра¬ 
диенте равен 110—122 S. 

Возможно, что именно вследствие своей простой структур¬ 
ной организации вирионы чрезвычайно устойчивы к инактива¬ 
ции. Они выдерживают pH от 3 до 9 и прогревание при 56 °С 
в течение 1 ч. Инактивируются вирусы формалином, (3-пропио- 
лактоном, гидроксиламином и окисляющими агентами [5]. 

Геном 

Геном состоит из одной полинуклеотидной цепи с мол. мас¬ 
сой (1,5—1,8) • ІО 6 [27, 37]. Известны полные нуклеотидные по¬ 
следовательности ДНК автономных парвовирусов (МѴМ и HI) 
и депендовируса ААѴ-2 [3,99,111]. ДНК ААѴ содержит 4675 ос¬ 
нований, МѴМ — 5084 основания и Н1—5176 оснований. Моле¬ 
кулы ДНК, упакованные внутри вирионов этих двух родов, име¬ 
ют два основных различия. Первое заключается в том, что 
автономные парвовирусы содержат в вирионах цепи в основном 
только одной полярности (>99%), причем они комплементар¬ 
ны вирусным мРНК [13]. В противоположность этому в вирио¬ 
нах ААѴ содержатся цепи обеих полярностей (в каждом вирио- 
не — какой-либо одной полярности) [8, 9, 81, 103]. Это различие 
не является абсолютным. Сиегл (G. Siegl, неопубликованные 
данные) недавно обнаружил, что при некоторых условиях авто¬ 
номный парвовирус Lu III также содержит цепи обеих полярно¬ 
стей с приблизительно одинаковой частотой. 

Второе основное различие между вирионными ДНК этих 
двух родов касается структуры и организации концевых после¬ 
довательностей. Геном автономного парвовируса имеет на 3'- 
конце вирионной цепи палиндромную, или симметричную, по¬ 
следовательность длиной около 115 оснований [2, 105]. Этот 
участок ДНК может сворачиваться в шпилечную структуру, 
которая поддерживается водородными связями между компле¬ 
ментарными последовательностями. В отличие от последова¬ 
тельности на 5'-конце вирионной цепи, которая может быть в 
любой из двух ориентаций, З'-концевая последовательность яв¬ 
ляется уникальной. (Значение такой организации для реплика¬ 
ции ДНК обсуждается ниже.) Шпилечная структура, которая 
может образоваться на З'-конце, имеет форму Y или Т 
(рис. 27.1). Этот участок генома секвенирован для четырех ав¬ 
тономных парвовирусов, и во всех случаях обнаружена подоб- 
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Рис. 27,1. Сравнение 3' -концевых нуклеотидных последовательностей и шпи¬ 
лечных структур ДНК МѴМ (вверху) и ААѴ-2 (внизу). Последовательности 
представлены в форме, соответствующей наиболее стабильной вторичной 

структуре. 

ная структура, хотя сами последовательности могут различать¬ 
ся. Особый интерес вызывает тот факт, что почти все пары 
оснований, входящие в состав коротких ветвей Y- или Т-образ¬ 
ных структур, являются парами GC. 

Палиндромные 5'-концевые участки также могут образовы¬ 
вать шпильки, однако их последовательность совершенно не по¬ 
хожа на последовательность на З'-конце вирионной цепи. Секве- 
нированы б'-концевые палиндромы ДНК МѴМ и вируса Н1; 
они имеют длину 207 и 242 нуклеотида соответственно [3, 98]. 
Так же как и последовательность на З'-конце, б'-концевая по¬ 
следовательность не является совершенным палиндромом; здесь 
также есть короткие внутренние палиндромные последовательно¬ 
сти. В отличие от З'-концевой последовательности последова¬ 
тельность на б'-конце не уникальна. Здесь с одинаковой вероят¬ 
ностью обнаруживаются последовательности двух типов, кото¬ 
рые свидетельствуют об инверсии концевого сегмента генома. 
Эти последовательности возникают вследствие того, что б'-кон¬ 
цевая шпилька не абсолютно симметрична. 

В отличие от ДНК автономных парвовирусов геном ААѴ 
имеет концевой инвертированный повтор длиной 145 оснований 
[69, 78]. Первые 125 оснований образуют палиндромную после¬ 
довательность, которая при построении шпильки с максималь- 
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ным спариванием складывается в Y- или Т-образную структуру, 
сильно напоминающую структуру, образующуюся на З'-конце 
вирионной цепи ДНК автономных парвовирусов. Так же как и 
в случае ДНК автономных парвовирусов, концевую палиндром- 
ную последовательность ДНК ААѴ точнее можно представить 
в виде двух внутренних палиндромов (нуклеотиды 42—84), ко¬ 
торые фланкированы более протяженным палиндромом (нуклео¬ 
тиды 1—41 и 85—125). В свернутой конфигурации только семь 
оснований остаются неспаренными. Шесть нуклеотидов необхо¬ 
димы для того, чтобы могли сворачиваться внутренние палин¬ 
дромы, седьмой находится в месте их соединения. В отличие от 
З'-концевой последовательности автономных парвовирусов па- 
линдромная часть концевого повтора ААѴ гетерогенна. Она 
включает последовательности двух типов, что отражает инвер¬ 
сию 125 концевых оснований. В этом отношении концевой по¬ 
втор ААѴ больше похож на б'-концевую палиндромную после¬ 
довательность автономных парвовирусов. Поскольку внутренние 
палиндромы неидентичны (что приводит к отсутствию абсолют¬ 
ной симметрии концевых участков), здесь также инверсия при¬ 
водит к наличию концевых последовательностей двух типов. 

Кроме того, самые крайние основания имеют дополнитель¬ 
ную гетерогенность. На б'-конце ДНК ААѴ-2 находится после¬ 
довательность б'-ТГО. Однако у 50% молекул, выделенных из 
вирионов, отсутствует первый Т, а у 15% —нет обоих Т [34]. 

В выяснении механизма репликации вирусной ДНК важную 
роль сыграли картирование при помощи ферментов рестрикции 
и секвенирование концевых последовательностей ДНК вирусов 
обоих родов. Поскольку конечный продукт репликации представ¬ 
ляет собой зрелую вирионную ДНК, предлагаемая модель ре¬ 
пликации должна объяснять организацию нуклеотидной после¬ 
довательности, обнаруженную у вирионной ДНК. И наоборот, 
строение концевой последовательности может служить ключом 
для построения правильной модели. Так, различия в организа¬ 
ции концевых последовательностей ДНК автономных парвови¬ 
русов и ААѴ заставили внести соответствующие поправки в мо¬ 
дель репликации ДНК автономных парвовирусов, в общих чер¬ 
тах сходную с моделью репликации ДНК ААѴ, но имеющую 
свои особенности. 

Во внутренней организации геномов вирусов обоих типов 
имеется еще одно сходство (рис. 27.2). Они имеют две большие 
неперекрывающиеся открытые рамки [3, 99, 111]; одна из них 
простирается от 0,05 ед. карты до 0,40 ед. карты, другая нахо¬ 
дится между 0,50 и 0,90 ед. карты. У МѴМ и вируса Н1 эти 
две открытые рамки находятся в различных фазах, тогда как 
у ААѴ-2 они имеют одинаковую фазу. Как будет обсуждаться 
ниже, открытая рамка в правой половине генома, по-видимому, 
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Рис. 27.2. Схемы транскрипции ДНК ААѴ-2, МѴМ и вируса Н1. Показана ло¬ 
кализация транскриптов (горизонтальные линии) и их интронов (наклонные 
линии). Приведены также открытые рамки, кодирующие вирусные капсидные 
белки (ѴР) и гипотетические неструктурные белки (NS); в скобках указана 
приблизительная молекулярная масса соответствующего белка. 


кодирует все белки капсида; относительно открытой рамки в 
левой половине полагают, что она соответствует неструктурному 
белку (или белкам). 

Белки капсида 

Вирионы автономных парвовирусов и ААѴ содержат три 
капсидных белка. У различных видов автономных парвовирусов 
эти белки имеют мол. массы приблизительно 85К (VP-1), 65К 
(ѴР-2) и 61К (ѴР-3) [68, 106]. Парвовирус крупного рогатого 
скота типа 1 является исключением, поскольку у него белки 
ѴР-2 и ѴР-3 имеют мол. массы 77К и 67К соответственно [56]. 
Мажорный белок ѴР-3 обычно составляет ~80% общей массы 
вирионных белков. Часто вирусные препараты вообще не со¬ 
держат ѴР-2. По-видимому, относительное количество этого 
белка зависит от момента выделения вирионов в течение 
инфекции. Препараты Lu III при некоторых условиях куль¬ 
тивирования содержат в заметном количестве лишь белок 
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ѴР-3 [79]. Все препараты ААѴ, охарактеризованные в настоя¬ 
щее время, содержат три капсидных белка: VP-1 (87К), ѴР-2 
(73К) и ѴР-3 (62К) [58, 59, 104]. Ни для одного из родов пар¬ 
вовирусов нет данных о гликозилировании какого-либо белка 
капсида [57]. Определен аминокислотный состав белков капси¬ 
да, характеризующийся относительно высоким содержанием кис¬ 
лых аминокислот [58, 104]. Белки капсида ААѴ-2 содержат 
10,6% глутамина и глутаминовой кислоты и 14,7% аспарагина 
и аспарагиновой кислоты. Однако до сих пор не удалось опре¬ 
делить их аминокислотную последовательность. Эти белки пло¬ 
хо растворяются в водных растворах, а их N -конец заблоки¬ 
рован (F. В. Johnson, неопубликованные данные). Аминокислот¬ 
ная последовательность ѴР-3 рассчитана теоретически по после¬ 
довательности ДНК ААѴ, и полученные результаты хорошо 
согласуются с экспериментальными данными [111]. 

Самые интересные свойства белков были выявлены при срав¬ 
нении продуктов триптического расщепления. Все три белка 
каждого из вирусов дают в результате расщепления очень сход¬ 
ный набор пептидов; наблюдаются лишь небольшие различия 
[60, 117]. Это свидетельствует о том, что почти вся аминокис¬ 
лотная последовательность трех капсидных белков детермини¬ 
руется одной и той же последовательностью ДНК. Это предпо¬ 
ложение подтвердили опыты по трансляции in vitro (см. ниже). 

В дополнение к тому, что все три белка капсида парвови¬ 
русов, по-видимому, закодированы одной и той же последова¬ 
тельностью ДНК, недавно появилось сообщение еще об одном 
осложняющем моменте. В случае ААѴ-1 и ААѴ-2 капсидные 
белки ѴР-1 и ѴР-3 можно разделить с помощью электрофореза 
в полиакриламидном геле еще на несколько фракций [83], одна¬ 
ко причина различий в подвижностях молекул пока неизвестна. 

Продуктивная инфекция 

Автономные парвовирусы обладают довольно высокой специ¬ 
фичностью к хозяину, хотя некоторые вирусы хомячков были 
впервые выделены в качестве контаминирующих агентов из опу¬ 
холей человека, растущих в лабораторных условиях [41], аМѴМ 
может расти на линиях трансформированных клеток как мышей, 
так и хомячков. Есть по крайней мере один случай высокой 
специфичности к клетке-хозяину — прототипный лабораторный 
штамм МѴМ [МѴМ(р)] растет только в клеточных линиях диф¬ 
ференцированных фибробластов [116]. Неспособность других ли¬ 
ний дифференцированных клеток поддерживать рост МѴМ про¬ 
является после проникновения вируса и, возможно, также после 
начальных стадий синтеза репликативных интермедиатов 
(Р. Tattersall, личное сообщение). Таким образом, фактор, оп- 
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ределяющий специфичность к хозяину, требуется, по-видимому, 
на более поздних стадиях репликации и для последующей экс¬ 
прессии генов. Интересно отметить, что другой штамм МѴМ, 
МѴМ(і), размножается в лимфоцитах [12, 75], а не в фибро¬ 
бластах. Различие в специфичности к клеткам-хозяевам поддер¬ 
живается in vivo, а также при последовательных пассажах и 
при пассировании методом конечного разведения. Это означает, 
что причина клеточной специфичности заключена в вирусном 
геноме. Данное предположение подтвердил рестрикционный ана¬ 
лиз, который показал, что у этих двух штаммов МѴМ различа¬ 
ются 20% сайтов рестрикции [82]. Таким образом, среди вирус¬ 
ных генов есть такие, которые при заражении автономными 
парвовирусами определяют специфичность к хозяину. 

Различные виды ААѴ также выделяются из разных хозяев. 
Однако опыт работы в лабораториях показал, что при совмест¬ 
ном заражении с аденовирусом ААѴ способен расти в любых 
клетках, если в них размножается аденовирус. Так, ААѴ чело¬ 
века реплицируется в клетках собаки при совместном зараже¬ 
нии с аденовирусом собак [23]. Аналогичным образом ААѴ-1, 
впервые выделенный из тканей человека, по-видимому, раньше 
был обезьяньим вирусом (М. D. Hoggan, неопубликованные 
данные). 

Репликация ДНК и сборка парвовирусов происходят в кле¬ 
точном ядре. Локализация процесса репликации и относитель¬ 
ная простота генома парвовирусов позволяют предположить, что 
значительную часть аппарата, необходимого для репликации, 
обеспечивает клетка-хозяин. В случае автономных парвовирусов 
это представление возникло из того факта, что для синтеза их 
ДНК необходимо, чтобы зараженная клетка находилась в S- 
фазе [95, 120, 121]. При размножении ААѴ по крайней мере 
часть клеточных функций, необходимых для репликации авто¬ 
номного парвовируса, заменяется функциями вируса-помощни¬ 
ка. Репликативный комплекс ДНК ААѴ, выделенный из клеток 
при совместном заражении с вирусом простого герпеса, содер¬ 
жит ДНК-полимеразу вируса герпеса [42]. Недавнее открытие 
аденовирусной ДНК-полимеразы [112] дает основание предпо¬ 
лагать, что этот фермент также может участвовать в реплика¬ 
ции ДНК ААѴ, если в качестве вируса-помощника используется 
аденовирус. Однако в настоящее время генетические данные не 
подтверждают это предположение (см. ниже). 

Поскольку в репликации ДНК парвовирусов огромную роль 
играют клеточные функции и (или) функции вируса-помощника, 
до недавнего времени было непонятно, есть ли у этих вирусов 
ранние функции, т. е. происходит ли синтез вирусных РНК и 
белков до того, как начнется репликация ДНК. В первых рабо¬ 
тах методом гибридизации на фильтрах было показано, что 
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синтез РНК всегда идет параллельно с синтезом ДНК [102]. 
Однако с появлением методики носерн-блотинга удалось обнару¬ 
жить синтез вирус-специфической РНК и в отсутствие реплика¬ 
ции ДНК [90]. Синтезируемые РНК, по-видимому, аналогичны 
тем, которые появляются после начала репликации ДНК, хотя, 
возможно, есть различия в относительном количестве разных 
фракций. Как обсуждается ниже, у автономных парвовирусов 
обнаружен белок, ковалентно связанный с 5'нконцами некоторых 
репликативных форм ДНК; этот белок является кандидатом на 
роль раннего белка [94]. Экстракты клеток, зараженных ААѴ, 
помимо капсидных белков содержат еще некоторые вирусные 
белки [15]. Таким образом, идентификация и определение 
свойств ранних белков остаются одним из основных вопросов, 
которые предстоит решить в связи с репликацией парвовирусов. 


Репликация ДНК 

У парвовирусов репликация ДНК происходит в ядре. В слу¬ 
чае автономных парвовирусов она протекает в тесной связи с 
клеточным хроматином; это согласуется с представлением о том, 
что данный вирусный процесс сильно зависит от клеточных 
функций [75]. Из зараженных клеток были выделены реплика¬ 
тивные комплексы ААѴ и автономных парвовирусов, что позво¬ 
лило выявить некоторые стадии нормального синтеза вирусной 
ДНК (см. ниже). 

Большая часть имеющейся информации относительно моле¬ 
кулярного механизма репликации ДНК парвовирусов получена 
в результате детального анализа структуры зрелой вирионной 
ДНК и выделенных из зараженных клеток различных реплика¬ 
тивных интермедиатов. Модели репликации ДНК ААѴ и авто¬ 
номных парвовирусов представлены на рис. 27.3. Рассмотрим 
сначала модель репликации ДНК ААѴ, поскольку она несколько 
проще и разработана более детально. Главной отличительной 
чертой этой модели является то, что при инициации синтеза 
ДНК ее З'-концевая последовательность сворачивается в шпи¬ 
лечную структуру, которая начинает играть роль затравки. Су¬ 
ществование такой стадии подтверждается рядом данных: 
а) последовательность на З'-конце является аутокомплементар¬ 
ной [78]; б) шпилечные структуры могут самопроизвольно обра¬ 
зовываться in vitro (W. W. Hauswirth, К. I. Berns, неопублико¬ 
ванные данные); в) из зараженных клеток выделены реплика¬ 
тивные интермедиаты со шпилечной структурой [48, 115]; г) ре¬ 
пликация ДНК AAV in vivo начинается с 5'-конца (или вблизи 
его) дочерней цепи и заканчивается на З'-концах дочерних це¬ 
пей [46, 47]'. 
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Рис. 27.3. Модель репликации ДНК ААѴ. 


Вначале интермедиат представляет собой линейную двухце¬ 
почечную молекулу, цепи которой ковалентно соединены в 
шпильке на одном из концов. Ковалентное соединение должно 
устраняться таким образом, чтобы в результате дочерняя цепь 
содержала интактную б'-концевую последовательность, а роди¬ 
тельская— правильную последовательность на З'-конце. Соглас¬ 
но модели, необходимое расщепление происходит в точке роди¬ 
тельской цепи, расположенной напротив первоначального 
З'-концевого основания. Эта точка находится рядом со 125-м 
основанием исходной молекулы. Таким образом, первые 125 ос¬ 
нований переносятся с родительской цепи на дочернюю, и при 
этом родительская цепь укорачивается с З'-конца на 125 осно¬ 
ваний. В модели предполагается, что З'-ОН может служить за¬ 
тем в качестве затравки в процессе типа репарации. В резуль¬ 
тате заполняется одноцепочечный участок, причем перенесенный 
фрагмент длиной 125 нуклеотидов служит в качестве матрицы. 
Эта стадия является для модели наиболее критической, здесь 
делаются конкретные предположения, которые можно прове¬ 
рить. Такой перенос шпилечной последовательности должен 
приводить к инверсии. Исходное 125-е основание на З'-конце 
родительской цепи становится после переноса 1-м основанием 
б'-конца дочерней цепи. Как уже отмечалось выше, структура 
последовательности 125 концевых оснований такова, что инвер¬ 
сия должна приводить к появлению у ААѴ концевых последова¬ 
тельностей двух типов, которые различаются на участке между 
основаниями 42 и 84 (два небольших внутренних палиндрома). 
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И действительно, найдены именно эти два типа последователь¬ 
ностей, причем их структура отвечает инверсии 125 концевых 
оснований [78]. Модель также предсказывает, что обе последо¬ 
вательности встречаются в вирионной ДНК с одинаковой час¬ 
тотой на любом конце. Это было подтверждено экспери¬ 
ментально [78]. Согласно модели, ориентация последовательно¬ 
сти на одном конце не должна зависеть от ориентации 
последовательности на другом. Справедливость этого предсказа¬ 
ния также доказана в эксперименте [77]. 

Совсем недавно интактный геном ААѴ клонирован в бакте¬ 
риальной плазмиде pBR322 [107]. Когда эта рекомбинантная 
плазмида в результате трансфекции была внесена в культуру 
клеток человека, зараженных аденовирусом-помощником, ДНК 
ААѴ была «спасена» и стала реплицироваться; при этом синтези¬ 
ровались инфекционные вирионы. Такая система предоставляет 
возможность еще более строгой проверки модели, показанной 
на рис. 27.3. В плазмиде может быть только одна ориентация 
125 концевых оснований на любом конце последовательности 
ДНК ААѴ. В использованном клоне на обоих концах вставки 
была одинаковая ориентация. Однако в ДНК, выделенной из 
дочерних вирионов, которые были получены после трансфекции, 
с одинаковой вероятностью были обнаружены обе ориентации 
на обоих концах; это показывает, что во время литического 
цикла ААѴ происходит инверсия. 

Использованная система позволила ответить и на другие 
вопросы, касающиеся репликации ДНК ААѴ. Основные выводы, 
которые были сделаны, заключаются в следующем: а) концевые 
инвертированные повторы и симметрия 125 концевых основа¬ 
ний служат эффективным механизмом сохранения концевых 
последовательностей; б) изменение структуры, показанной на 
рис. 27.1, должно приводить к отрицательным последствиям для 
репликации ДНК [108]. Как обсуждалось выше, у 15% молекул 
на 5'нконцах вирионной ДНК ААѴ отсутствуют два концевых Т. 
На обоих 5'-концах вставки ДНК ААѴ в использованном клоне 
не было обоих Т, однако после трансфекции подавляющее боль¬ 
шинство дочерних вирионов содержали Т на 5'-концах ДНК. 
Эти результаты показывают, что расщепление шпильки дейст¬ 
вительно происходит главным образом между 124-м и 125-м 
основаниями, хотя возможно и смещение на одно основание в 
обе стороны. Еще более существенная коррекция наблюдалась 
в одном из клонов, в котором было делетировано 113 оснований 
на одном из концов и 9 оснований на другом. Этот клон также 
был «спасен», при этом дочерние вирионы содержали интактную 
ДНК с восстановленной исходной последовательностью. Здесь 
возможно лишь одно объяснение: З'-конец, в котором отсутство¬ 
вали 9 оснований, все еще был способен формировать шпильку 
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и служить затравкой при синтезе ДНК, в результате которого 
и была восстановлена делетированная последовательность 
(рис. 27.3). Другой конец, имеющий делецию длиной 113 осно¬ 
ваний, не мог больше образовывать шпильку, но оставшийся 
концевой инвертированный повтор (32 основания) мог оказать¬ 
ся достаточным, чтобы ДНК образовала одноцепочечное кольцо, 
удерживающееся концевым двухцепочечным участком. Если в 
более короткой цепи этого участка был свободный З'-ОН, то он 
мог служить затравкой в синтезе ДНК по типу репарации, в 
результате чего происходили бы заполнение пробела и после¬ 
дующая репликация ДНК на восстановленной структуре. (По¬ 
добные кольцевые структуры, возможно, являются нормальны¬ 
ми интермедиатами при первом акте репликации ДНК. Эта 
гипотеза очень привлекательна, поскольку в данном случае 
З'-концевая шпилька могла бы образовываться из двухцепочеч¬ 
ной структуры, что предполагается на последующих стадиях ре¬ 
пликации.) 

Главная проблема, связанная с репликацией и поддержани¬ 
ем линейных геномов, заключается в сохранении концевых по¬ 
следовательностей. В ДНК ААѴ благодаря присутствию инвер¬ 
тированного концевого повтора и из-за палиндромной структу¬ 
ры последовательности концевых 125 оснований по существу 
имеются четыре копии многих важных последовательностей. 
Следовательно, ДНК ААѴ из описанного выше клона, утратив¬ 
шая по девять оснований на обоих концах, все равно была жиз¬ 
неспособной, поскольку оставшиеся две копии этой последова¬ 
тельности на внутренних участках позволяли восстановить деле- 
тированные последовательности на обоих концах. Значение со¬ 
хранения в интактном виде концевой последовательности пока¬ 
зано при введении дополнительной 11-парной делеции в клони¬ 
рованную ДНК ААѴ, о которой говорилось выше. Дополнитель¬ 
ная делеция затронула верхушку одного из плеч Т-образной 
структуры и включила в себя симметричную последователь¬ 
ность, которая на другом конце молекулы уже была утрачена. 
Таким образом, в результате эта короткая последовательность 
была полностью утрачена. И хотя ДНК 'из этого клона можно 
было «спасти» из плазмиды после трансфекции, репликация 
ДНК была сильно подавлена и образования дочерних вирионов 
не происходило [108]. 

Репликация ДНК автономных парвовирусов в целом похожа 
на репликацию ДНК ААѴ, однако имеются и значительные раз¬ 
личия, отражающие различия в строении геномов. Для ДНК 
автономных парвовирусов характерно отсутствие каких-либо 
концевых повторов и наличие инверсии на 5'-, но не на З'-конце 
[1, 3, 98, 105]. Различия в зрелых вирионных ДНК отражаются 
в различиях, обнаруженных в структуре репликативных интер- 
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медиатов. Оказалось, что, подобно интермедиатам ААѴ, интер¬ 
медиаты автономных парвовирусов имеют ковалентно замкну¬ 
тую концевую шпилечную структуру [46, 49, 74, ПО, 121]. Одна¬ 
ко один из типов репликативных интермедиатов имеет на б'-кон- 
це ковалентно связанный белок (мол. масса 50К). (Неизвестно, 
связан ли этот белок с одним или с обоими б'-концами и есть 
ли на одном из концов шпилечная структура [3, 94].) Вместе с 
тем при репликации ДНК ААѴ в таких же условиях ковалентно 
связанный белок обнаружить не удалось (D. С. Ward, неопуб¬ 
ликованные данные). Кроме того, б'-концевая последователь¬ 
ность, с которой ковалентно связан белок, содержит 18 допол¬ 
нительных нуклеотидов, не входящих в состав вирионной ДНК 
[3]. На основании этих данных была предложена видоизменен¬ 
ная модель репликации ДНК автономных парвовирусов [3], со¬ 
гласно которой на димерном репликативном интермедиате при 
непосредственном участии концевого белка происходит рекомби¬ 
национный процесс, в результате чего сохраняется уникальная 
последовательность на З'-конце вирионной ДНК (рис. 27.4). 
Характерной особенностью этой модели являются наличие в 
качестве обязательной промежуточной формы линейной димер¬ 
ной двухцепочечной молекулы и участие в процессе б'-концево- 
го белка. 

Изучена способность к репликации (при трансфекции ДНК 
клеток мышей) нескольких геномов МѴМ с делениями, полу¬ 
ченных in vitro путем клонирования концевых фрагментов в 
бактериальной плазмиде pBR322 (D. С. Ward, личное сообще¬ 
ние). Обнаружено, что так же, как и у ААѴ, для репликации 
в одной молекуле ДНК должны присутствовать обе концевые 
палиндромные последовательности. Полученные in vitro делении 
внутри 200-парного концевого участка приводят к подавлению 
способности к репликации, в то время как внутренние делении 
даже значительной длины не влияют на способность к реплика¬ 
ции, если заражение проводить совместно с интактным вирусом- 
помощником. 

Структурные исследования дали достаточно детальную кар¬ 
тину механизма репликации ДНК парвовирусов; вместе с тем 
изучение биохимии этого процесса в настоящее время находится 
в зачаточной стадии. Ни для одного из родов не известно окон¬ 
чательно, какая ДНК-полимераза требуется для этого процесса. 
В случае автономных парвовирусов описана система, в которой 
синтез ДНК инициируется экзогенной вирионной ДНК, играю¬ 
щей здесь роль матрицы-затравки [65]. При фракционировании 
этой системы удалось выделить ферментативную активность, 
которая больше всего похожа на клеточную ДНК-полимеразу у. 
В отношении способности инициировать синтез ДНК в присут¬ 
ствии экзогенной вирионной ДНК между незараженными и за- 
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Рис. 27.4. Модель репликации ДНК 
автономных парвовирусов. аЬа' — 3'- 
концевой палиндром в последователь¬ 
ности ДНК вируса (VI); хух'— 5'- 
концевой палиндром. Стрелками на це¬ 
пях ДНК отмечены З'-концы. Черным 
кружком показано место, где, по-ви¬ 
димому, находится ковалентно связан¬ 
ный Б'-концевой белок. Первая ста¬ 
дия заключается в превращении ин¬ 
фицирующей родительской ДНК (цепь 
VI) в мономерную двухцепочечную 
репликативную форму (РФ) путем 
синтеза комплементарной цепи (С1)> 
начинающейся на З'-ОН-конце шпиль¬ 
ки вирусной цепи (стадия 1). Следую¬ 
щая стадия состоит в репликации мо¬ 
номерной двухцепочечной РФ за счет 
удлинения новой комплементарной це¬ 
пи на З'-ОН-конце (стадия 2). При 
этом синтез инициируется образовани¬ 
ем шпилечной структуры на З'-конце 
вирусной РФ. Поскольку репликатив¬ 
ными интермедиатами являются ди¬ 
мерные РФ, следующая стадия — это 
их образование в ходе синтеза ДНК, 
начинающегося на З'-конце С1 и про¬ 
должающегося до естественного конца 
матрицы (стадия 3). 

В результате репликации синтези¬ 
руется популяция вирусных ДНК-це- 
пей, имеющих одинаково ориентиро¬ 
ванные последовательности на З'-конце 
и одну из взаимно инвертированных 
последовательностей на 5'-конце. Мож¬ 
но представить себе прямой путь, с по¬ 
мощью которого эти цепи образуются 
из одного основного интермедиата — 
мономерной двухцепочечной РФ, со¬ 
держащей вирусную цепь (у которой 
З'-концевая последовательность такая 
же, как у родительской цепи) и ком¬ 
плементарную цепь, связанную с пер¬ 
вой шпилечной структурой, образован¬ 
ной вирусной 5'-концевой последовательностью. Мономерная РФ образуется 
непосредственно из димерной РФ при внесении одноцепочечного разрыва в С1 
на 5'-конце палиндрома и последующей достройки шпильки V2 — Cl, как по¬ 
казано на рисунке. Если в месте разрыва образуется З'-ОН, то при репликации 
здесь вновь удлиняется вирусный Б'-конец согласно схеме Кавалье — Смита 
(стадия 4). Чтобы объяснить появление лишних 18 нуклеотидов, обнаружен¬ 
ных на 5'-конце вирусной цепи в молекулах РФ, разрыв должен происходить 
на расстоянии 18 нуклеотидов от 5'-конца V2, как показано на рисунке (ста¬ 
дия 4). Возможно, что эти лишние 18 нуклеотидов необходимы для прикреп¬ 
ления на 5'-конце концевого белка. Если это так, то димерная РФ, по-види¬ 
мому, первая молекула, с которой может связываться Б'-концевой белок, 
причем она должна содержать только одну белковую молекулу на 5'-концеѴ2. 

Теперь димерная РФ содержит две комплементарные цепи, и З'-концы 
любой из них могут образовать шпильки для инициации синтеза ДНК точно» 


Ѵ2 
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раженными клетками не обнаружено никаких различий. Ингиби¬ 
торы клеточной ДНК-полимеразы подавляют синтез вирусной 1 
ДНК, тогда как ингибиторы других ДНК-полимераз на образо¬ 
вание вирусной ДНК не влияют [93]. Коллек и др. [66, 67] опи¬ 
сали систему in vitro, в которой используют интактные ядра из 
клеток, зараженных вирусом Н1. Вирус-спедифический синтез- 
ДНК в ней подавлялся как афидиколином — ингибитором поли¬ 
меразы а, так и 2', З'-дидезокситимидин-б'-трифосфатом 
(ddTTP) —ингибитором эукариотических ДНК-полимераз (по¬ 
рядок подавления полимераз: у>р>а). Таким образом, в этом 
процессе, по-видимому, участвуют и полимераза а, и полимера¬ 
за, чувствительная к ddTTP (вероятнее всего, полимераза у). 
В данном случае [67] анализ продуктов показал, что инициация 
синтеза вирусной ДНК происходила in vitro. Кинетические дан¬ 
ные согласуются с предположением о том, что полимераза а 
участвует в синтезе, приводящем к вытеснению цепи в молеку¬ 
лах репликативной формы (РФ), а полимераза у превращает 
вытесненные цепи (и, возможно, также инфицирующую вирус¬ 
ную ДНК) опять в двухцепочечную РФ. Таким образом, весьма 
вероятно, что in vivo в дополнение к некоторым неструктурным 
белкам, закодированным в вирусном геноме, необходима и кле¬ 
точная ДНК-полимераза (или полимеразы). 

Биохимия репликации ДНК ААѴ изучена, пожалуй, еще 
меньше. Самые последние данные получены в результате изу¬ 
чения репликативных комплексов, которые выделяли из клеток, 
зараженных ААѴ совместно с вирусом-помощником — аденови¬ 
русом или вирусом простого герпеса [42]. В обоих случаях эти 
комплексы могли осуществлять только элонгацию, но не ини¬ 
циацию. В последнем случае с комплексом была связана ДНК" 


так же, как на стадии 2. При элонгации С2 (стадия 5а) синтезируется моно¬ 
мерная РФ (с инвертированной З'-концевой последовательностью в С2 в со¬ 
ответствии со схемой Кавалье — Смита); при этом вытесняется мономерная 
РФ, идентичная исходной. Элонгация С1 (стадия 56) также приводит к обра¬ 
зованию димерной РФ, но теперь в результате смещения образуется основная 
мономерная РФ, например (Ѵ2)3',5' (С2). Если б'-концевой белок участвует 
в образовании шпильки, в результате чего начинается смещающий синтез, и- 
если этот белок находится на 5'-конце Ѵ2, так как именно здесь расположены 
лишние 18 нуклеотидов, то возможно, что смещающий синтез на димерной РФ 
будет асимметричным с элонгацией только С1 (стадия 56). Благодаря этому 
может исключаться менее продуктивная элонгация С2 (стадия 5а). 

Как только образуется основной интермедиат, образование вирусных це¬ 
пей происходит без затруднений. Достраивание вирусной З'-шпильки (как по¬ 
казано на стадии 61 и повторяющийся цикл синтеза с использованием в каче¬ 
стве матрицы С2 (стадия 7 и 8) приводят к образованию вирусных цепей, 
которые имеют такой же З'-конец, как у родительской цепи (aba'), и содержат 
одну из двух взаимно инвертированных б'-концевых последовательностей 
(хух' или ху'х'К 
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полимераза вируса простого герпеса, тогда как в первом свя¬ 
занная ДНК-полимераза более всего походила на клеточную 
полимеразу а. 

В заключение следует отметить, что постепенно вырисовы¬ 
вается достаточно полная картина структуры интермедиатов, 
участвующих в репликации ДНК парвовирусов. Хотя биохимия 
этой системы изучена в меньшей степени, относительная просто¬ 
та вирусного генома и сильная зависимость (по крайней мере 
автономных парвовирусов) от клеточных функций должны спо¬ 
собствовать появлению в ближайшем будущем интересных ра¬ 
бот в этой области. 


Синтез РНК 

Так же как и в случае репликации ДНК, модели синтеза 
РНК для обоих вирусов в целом похожи, хотя и имеют разли¬ 
чия в деталях. Хотя фракции мРНК, которые, по-видимому, 
кодируют неструктурные белки, обнаружены, пока неизвестны 
ни их функции, ни механизм регуляции их экспрессии. У вирусов 
обоих родов найдены РНК трех типов. Среди автономных пар¬ 
вовирусов они картированы наиболее точно у МѴМ и Н1 [3, 92, 
99]. У МѴМ (рис. 27.2) самая большая РНК имеет почти пол¬ 
ную длину генома, простираясь между 0,04 и 0,95 ед. карты с 
коротким нитроном, локализованным между 0,46 и 0,48 ед. кар¬ 
ты [92]. Вторая мРНК также простирается от 0,04 до 0,95 ед. 
карты, но содержит два интрона, причем больший из них распо¬ 
ложен между 0,10 и 0,40 ед. карты, а интрон меньшего размера 
также находится в окрестности 0,47 ед. карты [92]. Третья РНК 
начинается в точке 0,46 ед. карты и доходит до 0,95 ед. карты 
[92]. Эта РНК содержит тот же интрон меньшего размера, что 
и вторая РНК, но ее 5'-конец не доходит до большого интрона, 
который найден в РНК второго типа. Перед обоими 5'-концами 
(0,04 и 0,40 ед. карты) приблизительно на 30 нуклеотидов выше 
находится ТАТА-последовательность [3, 92]; у РНК всех типов 
имеются метилированные кэпы. Так же как и у транскриптов 
ААѴ, у МѴМ молекулы всех трех основных типов РНК, по-ви¬ 
димому, имеют один и тот же сайт полиаденилирования. Очень 
похожая схема транскрипции обнаружена и у вируса Н1 
(рис. 27.2) [99]. 

Изучены три транскрипта ААѴ [3, 40, 72], найденные в двух 
формах —- до сплайсинга и после него (рис. 27.2). Они имеют 
разные 5'-концы, однако З'-конец в точке 0,96 ед. карты (4420-е 
основание) у них общий. Самый большой транскрипт начинает¬ 
ся в точке 0,06 ед. карты (1853-е основание) [40, 76]. Выше 
каждого транскрипта на расстоянии 31 ±1 основание находится 
ТАТА-последовательность, а на 22 основания выше начала 
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участка poly (А) находится предполагаемая сигнальная последо¬ 
вательность полиаденилирования (ААТААА). Все три транс¬ 
крипта имеют общий интрон, расположенный между 0,40 и 
0,46 ед. карты (между основаниями 1907 и 2227) [39, 72, 76]. 
В цитоплазме их обнаружили лишь в форме, которая возникает 
после сплайсинга, причем из них только самый короткий транс¬ 
крипт, который составляет подавляющее большинство ААѴ-спе- 
цифических цитоплазматических РНК, найден в составе поли¬ 
сом. Все транскрипты полиаденилированы и имеют кэпы [18]. 

Для парвовирусов всех родов нет четких данных о том, име¬ 
ется ли общий предшественник, который в результате последую¬ 
щего процессинга превращается в РНК разных типов, или же 
ТАТА-последовательности, лежащие выше каждого из б'-концов* 
служат в качестве индивидуальных промоторов. Последняя воз¬ 
можность более вероятна, поскольку опыты in vitro показали* 
что у МѴМ и ААѴ внутренние ТАТА-последовательности распо¬ 
знаются правильным образом [38, 92]. 

Физиологическая роль РНК всех этих типов пока не ясна. 
В недавних работах по секвенированию ДНК [3] и в опытах 
по трансляции in vitro (S. Cotmore, P. Tattersall, неопублико¬ 
ванные данные) обнаружено, что самая короткая из РНК МѴМ 
(3 kb) кодирует ѴР-2 и ѴР-3. Таттерсол и др. [117] показали* 
что белок Ѵ-3 скорее всего представляет собой продукт расщеп¬ 
ления ѴР-2. мРНК длиной 3,3 kb, по-видимому, кодирует ѴР-1 
([3], S. Cotmore, Р. Tattersal, неопубликованные данные). Нако¬ 
нец, трансляция in vitro (Cotmore, Tattersal, неопубликованные 
данные), свидетельствует о том, что самая большая РНК может 
кодировать два неструктурных белка с мол. массами 85К и 
25К. Согласно данным по трансляции in vitro, самый короткий 
транскрипт ААѴ кодирует все три структурных белка ААѴ [55]. 
Более протяженные РНК пока не удалось выделить в количест¬ 
вах, достаточных для изучения трансляции in vitro и последую¬ 
щего определения свойств полипептидных продуктов. 

Регуляция синтеза РНК ААѴ зависит не только от факторов 
клетки-хозяина, например полимеразы, но также и от функций 
генов вируса-помощника [102]. Если клетки заражены только 
ААѴ, вирусная РНК не синтезируется. Однако клетки, транс¬ 
формированные аденовирусом, в которых экспрессируются толь¬ 
ко ранние аденовирусные гены Е1А и Е1В, поддерживают син¬ 
тез РНК ААѴ при заражении только ААѴ [90]. Этот экспери¬ 
ментальный факт отчетливо демонстрирует тесную связь между 
ААѴ и аденовирусом, так как эти гены, в особенности Е1А, уча¬ 
ствуют в регуляции ранней транскрипции аденовирусов [7, 61]. 

В связи с этим возникает еще один интересный вопрос: что 
служит матрицей для транскрипции ААѴ, которая наблюдается 
при заражении клеток, трансформированных аденовирусом? 

6 * 
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В отсутствие вируса-помощника синтез ДНК обычно не идет. 
Исследования с использованием наиболее чувствительных из 
всех известных в настоящее время методов дали противоречи¬ 
вые результаты. В одной работе синтез зарегистрировать не 
удалось [30], тогда как в другой было показано, что, возможно, 
на некоторых внесенных вирусных ДНК синтезируется компле¬ 
ментарная цепь (R. Bohenzky, К. Berns, неопубликованные дан¬ 
ные). Вместе с тем ни в одной из этих работ не было однознач¬ 
но показано настоящего синтеза ДНК. Те гены в трансформи¬ 
рованных аденовирусом клетках (Н14Ь) [90], которые активи¬ 
руют транскрипцию генома ААѴ, не способны поддерживать 
нормальную репликацию ДНК ААѴ. Таким образом, если син¬ 
теза ДНК ААѴ нет, то транскрипция должна происходить с од¬ 
ноцепочечной ДНК, а такой процесс в молекулярной биологии 
эукариот пока неизвестен. 

Синтез белков 

Синтез белков относится к наименее изученным аспектам 
макромолекулярного метаболизма парвовирусов. В случае 
ААѴ-2 только для белков капсида получены доказательства, что 
они кодируются вирусным геномом, но даже здесь картина не 
достаточно ясна. Все три белка, по-видимому, кодируются боль¬ 
шой открытой рамкой в правой половине генома [3, 55, 99, 111]. 
Хотя эта последовательность есть во всех трех зрелых транс¬ 
криптах, только самая короткая мРНК при трансляции in vitro 
дает иммунологически узнаваемый структурный белок (т. е. 
белок, который осаждается антителами к белкам капсида); при 
этом в системе in vitro синтезируются все три белка капсида 
[55]. Непонятно, как это происходит. В ретикулоцитной системе, 
использовавшейся в этих опытах, неизвестны ферменты, кото¬ 
рые могли бы осуществлять процессинг первичного полипепти¬ 
да, а открытая рамка только одна [39, 111]. Возможно, что один 
или два стоп-сигнала иногда могут быть случайно пропущены, 
однако первая последовательность AUG встречается лишь на 
2810-м основании, а расстояния до З'-конца этой мРНК недо¬ 
статочно для белка такого размера, как у ѴР-1 ААѴ. Вместе с 
тем этого было бы достаточно для белка ѴР-2, если бы происхо¬ 
дил пропуск стоп-сигнала или сдвиг открытой рамки, так что 
основная проблема связана с ѴР-1 из-за его предполагаемого 
размера. Вероятнее всего, ѴР-1 кодируется минорным транс- 
криптом с дополнительным интроном, который из-за его малой 
концентрации до сих пор не обнаружен. Совершенно иная си¬ 
туация имеет место у автономных парвовирусов. В этом случае 
относительное количество белков ѴР-2 зависит от времени пос¬ 
ле заражения культуры клеток [117], причем с увеличением вре¬ 
мени наблюдается уменьшение относительного количества ѴР-2. 
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Такой же результат получен после обработки трипсином вирио- 
нов, образующихся вскоре после заражения [117]. Это означает, 
что по крайней мере у автономных парвовирусов белок ѴР-3 
является продуктом расщепления ѴР-2. Ситуация осложнилась 
после сообщения о том, что Lu III, образующийся в некоторых 
культурах клеток, содержит лишь VP-3 (G. Siegel, неопублико¬ 
ванные данные). Ни одна из предложенных выше гипотез не в 
состоянии объяснить обнаружение ряда подфракций ѴР-1 и 
ѴР-3 AAV [83]. Решающим шагом в разрешении проблем, свя¬ 
занных с капсидными белками, могло быть их секвенирование. 
К сожалению, попытки осуществить это секвенирование оказа¬ 
лись безрезультатными. 

Ни один из неструктурных белков не идентифицирован окон¬ 
чательно. Открытые рамки в левой половине геномов как авто¬ 
номных парвовирусов, так и ААѴ могут кодировать белки смол, 
массой до 85К. Есть данные относительно существования не¬ 
структурного белка приблизительно такого размера в условиях, 
когда подавлен синтез структурных белков ААѴ (например, при 
заражении клеток обезьян аденовирусом человека, который 
является частичным вирусом-помощником) (R. А. McPherson, 
J. A. Rose, личное сообщение). Кроме того, при изучении про¬ 
дуктивного заражения клеток вирусом ААѴ обнаружены допол¬ 
нительные полипептиды с мол. массами 25К и 16К [14]. Неиз¬ 
вестно, являются ли они неструктурными белками или же про¬ 
дуктами процессинга гипотетического предшественника белков 
капсида. Белок большего размера, обнаруженный в клетках 
обезьян (см. выше), должен маскироваться белком ѴР-2. Белки, 
похожие на два неструктурных белка меньшего размера, обна¬ 
ружены в опытах по трансляции in vitro мРНК ААѴ [14]. Было 
также доказано, что по крайней мере один, а возможно, и два 
неструктурных белка с мол. массами 85К и 25К кодируются в 
левой половине генома МѴМ (S. Cotmore, Р. Tattersall, неопуб¬ 
ликованные данные). 

Можно предположить, что основная функция ранних неструк¬ 
турных белков состоит в участии в репликации ДНК и ее транс¬ 
крипции; особенно важно их участие в первом процессе. Есте¬ 
ственным кандидатом на роль такого белка является 5'-конце- 
вой белок, найденный у автономных парвовирусов. Подобная 
или аналогичная функция при репликации ДНК ААѴ могла бы 
выполняться белком, способным расщеплять концевую шпильку 
и (или) «расплавлять» двухцепочечные концы репликативных 
интермедиатов таким образом, чтобы могла образоваться шпи¬ 
лечная затравка. Другая функция могла бы заключаться в регу¬ 
ляции относительного количества различных транскриптов, хотя 
в случае ААѴ можно предположить, что ее осуществляет вирус- 
помощник. 
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Дефектные интерферирующие частицы 

При росте в культуре клеток парвовирусы обоих родов обра¬ 
зуют много дефектных интерферирующих частиц (ДИ-частиц) 
[19, 26, 29, 30, 33, 48, 50, 59, 73, 85, 96, 97, 118]. ДИ-частицы 
легко выявляются в препаратах вирусов, поскольку они дают в 
градиенте CsCl полосу меньшей плавучей плотности вследствие 
делеций различных участков генома. Геномы ДИ-частиц отлича¬ 
ются от нормального генома по размеру и по структуре. И од¬ 
ноцепочечные, и двухцепочечные структуры встречаются прибли¬ 
зительно с одинаковой частотой. Все одноцепочечные формы 
имеют внутренние делеции, однако обе палиндромные концевые 
последовательности сохраняются. Двухцепочечные формы кова¬ 
лентно «сшиты» на одном конце, причем каждая молекула со¬ 
держит последовательности только с одного конца генома. 
В ДИ-частицах ААѴ оба конца генома представлены с прибли¬ 
зительно одинаковой частотой, тогда как внутренние последова¬ 
тельности при пассажах все более делетируются. Теоретически 
«сшивка» на концах двухцепочечных ДНК ДИ-частиц может 
быть либо на нативном конце, либо на необычном концевом 
участке, который содержит внутренние последовательности гено¬ 
ма. Показано, что у МѴМ перегиб шпильки ДНК ДИ-частиц 
включает внутренние последовательности [33], тогда как для 
ААѴ характерны оба случая. У внутриклеточной двухцепочечной 
ДНК ДИ-частиц перегиб шпильки образован внутренними 
последовательностями [48], а у аналогичной ДНК, выделенной 
из вирионов, он, по-видимому, содержит концевые последова¬ 
тельности [73]. Одно из возможных объяснений заключается в 
том, что форма ДНК с концевыми последовательностями в пере¬ 
гибе шпильки с большей вероятностью включается в состав» 
вирионов. 

Очевидно, ДНК ДИ-частиц первоначально образуются в ре 
зультате ошибок при репликации ДНК. В случае ДИ-частиц 
ААѴ обе формы ДНК — и одноцепочечные молекулы с внутрен¬ 
ними делениями, и двухцепочечные формы со шпилькой в тех 
последовательностях, которые у обычных вирусов являются 
внутренними, — могли бы легко образовываться при смене цепи, 
копирующейся в ходе репликации. Еще одна форма двухцепо¬ 
чечной ДНК ДИ-частиц ААѴ могла бы синтезироваться при 
копировании матричной цепи, в которую внесен внутренний од¬ 
ноцепочечный разрыв. 

Реплицируются ли различные формы ДНК ДИ-частиц — это 
довольно сложный вопрос. Без вируса-помощника дикого типа 
они не способны к репликации. Автономный парвовирус Н1 об¬ 
разует дефектную ДНК со специфической делецией и перестрой¬ 
кой в окрестности 0,90 ед. карты генома [97]. Такие ДИ-частицы 
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реплицируют свою ДНК при совместном заражении с вирусом 
Н1 дикого типа. Способность генома дикого типа служить по¬ 
мощником является сильным аргументом ргіша facie в пользу 
того, что для репликации ДНК необходима транс-действующая 
функция. Однако в случае ААѴ репликация, даже в присутст¬ 
вии вируса-помощника, не так очевидна. ДИ-частицы подавляют 
репликацию ДНК дикого типа при совместном заражении, но 
они теряют эту способность после УФ-облучения [19]. Кроме 
того, ДИ-частицы ААѴ не ингибируют репликацию ДНК адено¬ 
вирусов в отсутствие интактных вирусов ААѴ. 

Репликация ДНК ААѴ вызывает подавление репликации 
аденовирусной ДНК, причем этот эффект зависит от дозы виру¬ 
са. Кинетика этого процесса показывает, что существует конку¬ 
ренция за фактор, который в начале аденовирусной инфекции 
содержится в ограниченном количестве. Тот факт, что ДИ-час¬ 
тицы не ингибируют репликацию аденовирусной ДНК в отсут¬ 
ствие вирусов ААѴ дикого типа, может означать следующее: 
для того чтобы стать ингибирующим фактором синтеза ДНК, 
ДИ-частица должна реплицироваться, а для такой репликации 
необходим транс-действующий продукт ААѴ дикого типа. Одна¬ 
ко в опытах с использованием импульсной метки не удалось 
надежно зарегистрировать репликацию ДНК ДИ-частиц [48]. 

ДНК ДИ-частиц обладает еще одним интересным свойством. 
Если новорожденных сирийских хомячков заразить одновремен¬ 
но аденовирусом и ААѴ, то способность аденовирусов к индук¬ 
ции опухолей в значительной степени ослабляется [31]. Этот же 
эффект получают и при замене интактных ААѴ на ДИ-частицы, 
т. е. для такого ингибирования репликация ААѴ не нужна. 
Таким образом, хотя ДИ-частицы являются безусловно дефект¬ 
ными, они обладают определенным спектром биологических ак¬ 
тивностей. 


Латентная инфекция ААѴ 

Вирионы ААѴ способны проникать в ядро клетки, где про¬ 
исходит раздевание ДНК, и в отсутствие вируса-помощника 
[102], однако при этом синтеза вирус-специфических макромо¬ 
лекул не происходит. Проблема состоит в том, как ААѴ может 
поддерживать биологическую непрерывность своего генома, если 
учесть, что при заражении ему не всегда сопутствует вирус- 
помощник. В значительной степени эта проблема решается бла¬ 
годаря способности ААѴ интегрировать свою ДНК с клеточным 
геномом в такой форме, что она без труда «спасается» при по¬ 
следующем заражении клетки вирусом-помощником [52]. Спо- 
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собность AAV к латентной инфекции, по-видимому, должна 
быть неотъемлемой частью его жизненного цикла. Интегриро¬ 
вать свой геном с клеточным может не только AAV, но и дру¬ 
гие известные ДНК-содержащие ядерные вирусы. ААѴ отлича¬ 
ется от других вирусов тем, что интеграция его генома не при¬ 
водит к трансформации клетки или временному изменению ее 
фенотипа, а также тем, что латентный вирусный геном легко 
«спасается» при последующем дополнительном заражении виру¬ 
сом-помощником. 

Латентную инфекцию ААѴ впервые обнаружили Хогген и др. 
[52] при скрининге первичных клеточных культур, предназначен¬ 
ных для производства вакцин. Во всех партиях почечных клеток 
африканской зеленой мартышки антигены ААѴ и инфекционный 
ААѴ отсутствовали. Однако более 20% партий этих клеток ста¬ 
ли продуцировать ААѴ после заражения клеток аденовирусом 
(свободным от ААѴ). Что касается человека, то было показано, 
что антигены ААѴ присутствуют в 1—2% партий почечных кле¬ 
ток плода человека. Таким образом, латентная инфекция ААѴ — 
довольно распространенное явление. 

Для изучения механизмов латентной инфекции ее получали 
в перевиваемой линии клеток человека (клетки Детройт 6) [11] 
простым заражением ААѴ при относительно высокой множест¬ 
венности заражения (250 ТКИД 50 на клетку). В течение более 
100 пассажей клетки оставались индуцибельными, т. е. они про¬ 
дуцировали ААѴ после их заражения аденовирусом, хотя до 
заражения аденовирусом они были свободны от антигенов ААѴ 
и инфекционных вирусов. После 40-го пассажа клетки клони¬ 
ровали, и при этом 30% клонов оставались латентно заражен¬ 
ными. Два положительных клона анализировали методом гиб¬ 
ридизации ДНК—ДНК в растворе. Кинетика ренатурации пока¬ 
зала, что на диплоидный набор клеточной ДНК приходится от 
3 до 5 геномов ААѴ. 

Аналогичным образом Ханда и др. [44] получили культуры 
латентно зараженных клеток КВ человека. Эти авторы разделя¬ 
ли высоко- и низкомолекулярные ДНК, содержащиеся в клет¬ 
ках, при помощи избирательного солевого осаждения высоко¬ 
молекулярной (т. е. хромосомной) фракции после денатурации 
и короткого отжига. Последовательности ААѴ осаждались сов¬ 
местно с хромосомной ДНК, поэтому был сделан вывод, что ге¬ 
ном ААѴ ковалентно связан с клеточной ДНК. 

Более подробно описанные выше клоны Детройт 6 изуче¬ 
ны методом блоттинга по Саузерну, когда проводили анализ про¬ 
дуктов расщепления суммарной клеточной ДНК ферментами 
рестрикции [10, 25]. На основании этих исследований сделаны 
следующие выводы: а) последовательности ААѴ ковалентно 
связаны с клеточной ДНК; б) последовательности ААѴ инте- 
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грированы с ДНК каждого клона в очень немногих сайтах, воз¬ 
можно даже в одном сайте; в) последовательности ААѴ обра¬ 
зуют тандемный повтор «голова-к-хвосту»; г) большая часть 
интегрированных копий находится в интактном состоянии с 
очень небольшими изменениями; д) участок в месте соединения 
ДНК ААѴ и клеточной ДНК всегда включает в себя концевые 
последовательности зрелой вирионной ДНК, при этом в преде¬ 
лах точности измерений клеточные последовательности неспеци¬ 
фичны (т. е. последовательности ААѴ в разных клонах связа¬ 
ны с разными клеточными последовательностями). Отмечены 
также еще два интересных момента. Во-первых, ни один из кло¬ 
нов клеток после восьмого и девятого пассажа (ранние клоны) 
не содержит свободных ДНК ААѴ. Однако после 118-го пасса¬ 
жа (поздний клон) в клетках обнаружено некоторое количество 
свободных вирусных ДНК, хотя большая часть последовательно¬ 
стей ААѴ все еще находилась в интегрированном состоянии. 
Таким образом, интегрированные последовательности постепен¬ 
но переходят в форму, неотличимую от вирионной ДНК. Неиз¬ 
вестно, способны ли реплицироваться такие неинтегрированные 
формы или же происходит непрерывный медленный переход из 
интегрированной формы в свободную. Анализ интегрированной 
ДНК при помощи шести ферментов рестрикции показал, что 
рестрикционные карты ДНК из клеток раннего и позднего кло¬ 
нов различаются лишь для одного фермента Smal. (Этот фер¬ 
мент разрезает ДНК ААѴ только в палиндромном участке кон¬ 
цевого повтора.) Характер этого различия показывает, что кон¬ 
цевые последовательности интегрированной вирусной ДНК 
обладают специфической генетической функцией при последова¬ 
тельном пассировании клонов. 

Многие ядерные ДНК-содержащие вирусы способны вызы¬ 
вать латентную инфекцию in vivo, однако подобные инфекции 
очень трудно исследовать на молекулярном уровне, поскольку 
всегда остается проблема эквивалентности латентной инфекции 
в культуре клеток и в природном пермиссивном хозяине. Куль¬ 
туры клеток обычно гибнут при размножении в них ДНК-со- 
держащих вирусов. В отличие от других вирусов ААѴ благода¬ 
ря своей полной дефектности не убивает клетки в культуре, а 
вызывает в них латентную инфекцию. Латентный вирус может 
быть «спасен» при дополнительном заражении вирусом-помощ¬ 
ником. Таким образом, специфические особенности ААѴ позво¬ 
ляют использовать его в качестве удобной модели для изучения 
молекулярных механизмов вирусных инфекций. 

Исследования трех независимо полученных клонов латентно 
зараженных клеток Детройт 6 привели к заключению, что для 
интеграции ААѴ или его «спасения» не требуется никакой осо¬ 
бой клеточной последовательности [10]. Этот вывод подтвер- 
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жден недавно в работе, в которой ДНК ААѴ вставляли в реком¬ 
бинантную плазмиду pBR322 [107, 108]. Затем ДНК легко «спа¬ 
салась» в клетках HeLa при совместном заражении плазмидой 
и аденовирусом. Поскольку в рекомбинантной плазмиде содер¬ 
жится только один геном ААѴ, по-видимому, тандемные повто¬ 
ры ДНК ААѴ, обнаруженные в латентно зараженных клетках 
Детройт 6, не нужны для процесса «спасения». Что действи¬ 
тельно необходимо для этого, так это наличие по крайней мере 
одной концевой палиндромной последовательности либо в ин¬ 
тактной форме, либо с делецией, которая, однако, должна быть 
достаточно малой и находиться в таком месте, чтобы утрачен¬ 
ную последовательность можно было восстановить в процессе 
репликации ДНК. Поскольку до сих пор нет данных относитель¬ 
но того, насколько протяженным должен быть инвертированный 
концевой повтор на другом конце интегрированной копии (если 
он вообще нужен) для того чтобы произошло ее «спасение», 
'можно предположить, что его размер должен быть достаточным 
для спаривания определенного числа оснований, лежащих на 
разных концах (см. выше). Было проверено несколько клонов 
с делениями, захватывающими последовательности, выходящие 
за пределы инвертированного концевого повтора, и ни один из 
них нельзя было «спасти». Эта система может быть полезной 
для детального изучения условий, необходимых для «спасения» 
ДНК ААѴ в интегрированном состоянии. Что касается автоном¬ 
ных парвовирусов, то для них нет никаких данных, свидетель¬ 
ствующих об их интеграции с хозяйской ДНК. Тем не менее 
недавно получены рекомбинантные плазмиды, содержащие 
МѴМ, которые оказались инфекционными при трансфекции ими 
клеток культуры ткани (М. Merchinsky, Р. Tattersall, D. Ward, 
неопубликованное сообщение). Более того, рекомбинантная 
плазмида, имеющая делецию на б'-концевом палиндроме, ока¬ 
залась нежизнеспособной. Можно предположить, что «спасение» 
двух геномов, МѴМ и ААѴ, происходит при помощи одного и 
того же механизма. Если это так, то «спасение» геномов парво¬ 
вирусов определяется скорее не специфической последователь¬ 
ностью концевого повтора, а некоторым общим свойством их 
концевых участков, например наличием палиндромной структу¬ 
ры и (или) тем, что концевые последовательности обоих типов 
участвуют в процессе инициации репликации ДНК. 

Взаимодействие между ААѴ 
и аденовирусом 

Роль вируса-помощника, необходимого для размножения 
ААѴ, способны выполнять и аденовирус, и вирус простого гер¬ 
песа [4, 5, 16, 51, 91]. Однако ААѴ в виде примеси чаще ветре- 
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чается в препаратах аденовирусов, и, вероятно, в природных 
условиях именно аденовирус обычно является вирусом-помощ¬ 
ником. По этой причине, а также благодаря тому, что структу¬ 
ра аденовируса проще, чем структура вируса простого герпеса, 
о взаимодействии ААѴ с аденовирусом известно гораздо боль¬ 
ше, чем о взаимодействии ААѴ с вирусом простого герпеса. Их 
взаимодействие носит двусторонний характер: аденовирус пре¬ 
доставляет функции вируса-помощника, необходимые для репли¬ 
кации ААѴ, а возможно, и для его транскрипции ,и трансляции, 
тогда как ААѴ подавляет литическую репликацию и онкоген- 
ность аденовируса. 


Функции аденовируса-помощника 

Все хелперные функции аденовируса обеспечиваются его 
ранними генами [20]. Исследование ДНК мутантов Ad5 tsl49 и 
Ad5 ts36 [36, 43, 114], которые не синтезируют в заметном коли¬ 
честве продукты поздних аденовирусных генов, показывает, что 
поздние аденовирусные гены не нужны для литического цикла 
ААѴ. Этот вывод подтверждается опытами, в которых адено¬ 
вирусную ДНК или РНК при помощи трансфекции [53] или 
микроинъекции [100, 101] вводили в клетки, зараженные ААѴ. 

У аденовирусов известно шесть областей ранней транскрип¬ 
ции: Е1А, Е1В, Е2А, Е2В, ЕЗ и Е4. Изучение необходимых для 
ААѴ хелперных функций осложняется тем обстоятельством, что 
большая часть этих областей кодирует более одного белка [35]. 
Кроме того, было показано, что по крайней мере два продукта 
ранних генов влияют на экспрессию других ранних аденовирус¬ 
ных генов. Таким образом, влияние ранних аденовирусных обла¬ 
стей может быть как прямым, так и косвенным, опосредуемым 
другими областями. Наиболее изучен продукт аденовирусного 
гена £М, необходимый для экспрессии всех других ранних 
областей аденовируса [7, 61]. Фенотип ЕІА-мутантов, так же 
как и некоторых ЕІВ-мутантов [45, 109], не проявляется при за¬ 
ражении с высокой множественностью. Достаточно подробно 
изучен также продукт гена Е2А — ДНК-связывающий белок с 
мол. массой 72 К. Этот белок, по-видимому, определяет спектр 
хозяев аденовируса [64], участвует в регуляции других аденови¬ 
русных областей [21, 88] и репликации аденовирусной ДНК 
[32, 119]. Принимая во внимание сложность этих процессов, не 
приходится удивляться, что данные о взаимодействии аденови¬ 
руса и ААѴ до некоторой степени запутаны. В настоящее время 
полагают, что для выполнения функций вируса-помощника для 
ААѴ при некоторых (а возможно, и при всех) условиях требу¬ 
ются аденовирусные области Е1А, Е1В, Е2А и Е4. Имеются 




92 Глава 27 


также данные, свидетельствующие о том, что для этого, возмож¬ 
но, необходим также ген аденовирусной РНК ѴА1. 

Опыты по трансфекции ДНК [53, 54] показали, что для син¬ 
теза капсидного антигена ААѴ в клетках 293 требуются обла¬ 
сти Е2А, Е4 и ѴА1. Трансформированные аденовирусом клет¬ 
ки 293 конститутивно синтезируют продукты генов El А и Е1В У 
следовательно, из опытов с ними ничего нельзя узнать относи¬ 
тельно необходимости этих областей. 

Результаты опытов с введением фракций ранних мРНК или 
фрагментов ДНК свидетельствуют о том, что для хелперной ак¬ 
тивности необходимы области Е1А, Е2А , Е4 или мРНК, соответ¬ 
ствующая области Е4 [100, 101]. Таким образом, возможно, что 
Е1А необходима для «включения» области Е2А У которая в свою 
очередь требуется для экспрессии области Е4 [100]. Следова¬ 
тельно, непосредственно для выполнения функций вируса-по¬ 
мощника нужны лишь продукты генов ранней области Е4. Од¬ 
нако не исключено, что эта схема не дает полной картины. 
Вполне возможно, что результаты, свидетельствующие о том, 
что для размножения ААѴ непосредственно требуются только 
продукты ранней области Е4 У обусловлены некоторыми специфи¬ 
ческими особенностями использованных в этих опытах клеток 
Ѵего. Эти обезьяньи по происхождению клетки пермиссивны и 
для аденовируса человека. Кроме того, при некоторых условиях 
для синтеза РНК ААѴ необходимы ранние области Е1А и (или) 
Е1В [89]. Наконец, как обсуждается ниже, есть доказательства 
того, что продукты гена Е1В могут участвовать и в репликации 
ААѴ [71]. 

Результаты исследований мутантных аденовирусов в основ¬ 
ном согласуются с данными, полученными при использовании 
трансфекции и микроинъекции. Хотя существуют разные точки 
зрения о том, является ли Ad5 tsl25 дефектным как вирус-по¬ 
мощник [43, 55, 84, 87, 114], в целом нет сомнений в необходи¬ 
мости продукта гена Е2А [53, 87, 100]. В отсутствие области 
Е2А AAV -специфический синтез макромолекул должным обра¬ 
зом не происходит: при этом в основном уменьшается транс¬ 
крипция или трансляция капсидных генов [54, 55, 87]. В одной 
из работ показано, что для эффективной транскрипции и транс¬ 
ляции капсидных антигенов необходимы как ген РНК ѴА1 У так 
и область Е2А [54]. В отсутствие Е2А не отмечено уменьшения 
репликации двухцепочечной ДНК ААѴ [86, 89], но заметно 
уменьшается содержание ее одноцепочечных форм [86]. 

Делеции в области Е1В делают аденовирус дефектным в от¬ 
ношении репликации ААѴ [71]. Изучение синтеза ДНК показа¬ 
ло, что при этом не происходит накопления дочерних одноце¬ 
почечных ДНК, а одноцепочечная родительская ДНК распада¬ 
ется [71]. Высказано предположение, что один из продуктов гена 
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El В модифицирует нуклеазу, индуцируемую аденовирусом [71]* 
При заражении с высокой множественностью мутантный поЕІВ 
фенотип проявляется неполностью [109]. Это же справедливо и 
по отношению к делеционным мутантам Е1В с дефектными хел- 
перными функциями [71]. В отличие от делеционных мутантов 
точечные мутанты в области Е1В Ad5 hr6 и Ad5 hr7 оказались 
нормальными вирусами-помощниками для ААѴ [53, 89]. Обна¬ 
ружено, однако, что hr6 дефектен в отношении «спасения» ДНК 
ААѴ в латентно зараженных клетках [89]. Ввиду того что «спа¬ 
сение» ДНК ААѴ при латентной инфекции может представлять 
собой необычный тип репликации ДНК ААѴ [108], было бы 
неудивительно, если бы hr6 оказался частично пригодным для 
репликации вирионной ДНК ААѴ, но дефектным в отношении 
«спасения» латентных геномов. Можно предложить и альтерна¬ 
тивное объяснение, согласно которому в «спасении» и в репли¬ 
кации генома ААѴ участвуют разные продукты гена Е1В [71]. 
Возможно, имеет значение то, что в отношении репликации аде¬ 
новирусной ДНК hr6 и hr7 имеют фенотип ДНК + [70], тогда 
как мутант dl313 с делецией в области Е1В имеет фенотип 
ДНК - [109]. Еще одно свидетельство прямого взаимодействия, 
между геномом ААѴ и продуктами аденовирусных генов Е1В 
(или Е1А) получено при изучении подавления вирусом ААѴ 
онкогенности аденовируса (см. ниже). 

Исследование ЕІА-мутантов показывает, что Е1А играет 
существенную роль в репликации ААѴ [53, 89]. Скорее всего,, 
воздействие этого гена косвенное, опосредованное другими ран¬ 
ними аденовирусными областями, хотя возможно также, что 
Е1А непосредственно участвует в активации транскрипции ААѴ 
[90]. Впрочем, этот вопрос остается открытым. 

Наконец, было показано, что делеция в областях ЕЗ и Е4 у 
Ad2 dl807 приводит к значительному ослаблению репликации 
ААѴ [17]. Остаточный низкий уровень репликации, обнаружен¬ 
ный с dl807 f возможно, объясняется побочным эффектом загряз¬ 
нения вирусного препарата dl807 вирусом-помощником дикого 
типа или же тем, что делетирована не вся область Е4. Делеция 
только в области ЕЗ не влияет на рост ААѴ или аденовируса 
[17, 24]. Интересно отметить, что делеция dl807 не влияет на* 
репликацию аденовирусной ДНК, однако приводит к дефектно¬ 
сти в отношении экспрессии поздних аденовирусных генов [24]. 
Область Е4 кодирует целых восемь полипептидов, причем недав¬ 
но было показано, что мутация в одном из них — белке 24 К 
приводит к дефектности в отношении репликации AAV (R.J.Sa- 
mulski, R. Halbert, T. Shenk, неопубликованные данные). Пока 
неясно, является ли этот белок единственным из всех закоди¬ 
рованных в Е4 , который обладает хелперной активностью. 

В заключение следует отметить, что, как было показано^ 
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хелперной активностью обладают шесть аденовирусных облас¬ 
тей: Е1А, Е1В, Е2А, E2B f Е4 и ѴА1. Область Е2В, которая, по- 
видимому, кодирует аденовирусный концевой белок и недавно 
открытую аденовирусную ДНК-полимеразу [ИЗ], не требуется 
для репликации ДНК ААѴ. По-видимому, на репликацию ДНК 
ААѴ прямое воздействие оказывают только области Е1В и Е4. 


Подавление аденовируснной репликации 

Аденовирусная литическая инфекция подавляется при сов¬ 
местном заражении с ААѴ. Самая ранняя стадия процесса реп¬ 
ликации, на которой можно заметить эффект ингибирования, — 
это репликация аденовирусной ДНК. Ингибирование зависит от 
множественности заражения. При заражении ААѴ с очень высо¬ 
кой множественностью подавляется и репликация ААѴ [19]. 
Таким образом, создается впечатление, что происходит конку¬ 
ренция за один из продуктов (возможно, за несколько продук¬ 
тов) аденовирусных ранних генов или же за имеющийся в огра¬ 
ниченном количестве клеточный продукт. Если заражение ААѴ 
происходит спустя 6—7 ч после заражения аденовирусом, инги¬ 
бирования не наблюдается [20]. В это время интенсивно репли¬ 
цируется аденовирусная ДНК, и, вероятно, продукты аденови¬ 
русных генов образуются в значительном количестве. Даже в 
тех случаях, когда аденовирусная репликация сильно подавле¬ 
на, непонятно, продуцирует ли большая часть клеток много ви- 
рионов ААѴ и мало аденовирусных или же немногие клетки 
продуцируют только аденовирусы, а большая часть клеток — 
только ААѴ. 

Способность ААѴ подавлять аденовирусную репликацию под¬ 
нимает вопрос о том, ингибирует ли ААѴ аденовирусную инфек¬ 
цию in vivo. К сожалению, имеющиеся в настоящее время кли¬ 
нические данные неубедительны. Эффекты ингибирования могут 
иметь большое значение для некоторых видов, таких, например, 
как домашние птицы [28]. 


Подавление аденовирусной онкогенности 

Аденовирус может вызывать саркому у новорожденных си¬ 
рийских хомячков. Если хомячков заразить аденовирусом сов¬ 
местно с ААѴ, то образование опухолей задерживается, а их 
число значительно уменьшается [22, 63, 80]. Для получения 
такого эффекта заражение ААѴ должно происходить одновре¬ 
менно с заражением аденовирусом. Если задержать заражение 
ААѴ даже на один день, то эффект не наблюдается; предвари¬ 
тельное заражение беременной самки также безрезультатно 
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[80]. Интактные вирионы можно заменить очищенной ДНК ААѴ 
[31]. Интересно отметить, что ДНК необязательно должна быть 
интактной, причем даже не все участки генома должны быть 
представлены — достаточно только концевых последовательно¬ 
стей. 

Образование опухолей у новорожденных сирийских хомячков 
может быть индуцировано эмбриональными клетками, трансфор¬ 
мированными in vitro аденовирусом. Заражение этих клеток 
ААѴ не только в значительной степени подавляет их онкоген- 
ность, но и приводит к ингибированию некоторых свойств, свя¬ 
занных с трансформацией клеток в культуре [90]. А именно, 
понижается насыщающая плотность клеток в культуре, на 50— 
90% уменьшается также способность клеток к клонированию 
на метилцеллюлозе. Эта система дает возможность изучать вли¬ 
яние суперинфекции ААѴ на молекулярном уровне. Хотя инте¬ 
грированные аденовирусные последовательности не изменяются 
и лишь в аденовирус-специфических транскриптах заметны ми¬ 
нимальные изменения, наблюдается значительное уменьшение 
(на 80%) количества обнаруженного опухолевого антигена. 
Подавление онкогенности происходит не по принципу «все-или- 
ничего», поскольку in vivo его можно компенсировать увеличе¬ 
нием в пять раз количества внесенных клеток. Это хорошо со¬ 
гласуется с наблюдаемым 80%-ным уменьшением количества 
опухолевого антигена. Правдоподобная гипотеза, объясняющая 
подавление онкогенности, заключается в следующем: при умень¬ 
шении количества опухолевого антигена увеличивается период, 
необходимый для индуцирования опухоли, благодаря чему зара¬ 
женные животные имеют больше времени для выработки 
эффективного иммунного ответа. При увеличении внесенной 
дозы в пять раз время, доступное для выработки иммунного от¬ 
вета, соответственно уменьшается и число наблюдаемых опухо¬ 
лей возрастает до контрольного уровня. 

Заключение 

Парвовирусы являются одними из самых простых ДНК-со- 
держащих вирусов животных. Небольшой геном кодирует толь¬ 
ко белок капсида и самое большее один или два неструктурных 
белка. Таким образом, их репликация находится в сильной 
зависимости от экзогенных функций, предоставляемых либо 
клеткой-хозяином, либо вирусами-помощниками. Это делает 
парвовирусы удобным инструментом при изучении клеточных 
функций, а в случае ААѴ — и функций некоторых других ДНК- 
содержащих вирусов. Исследования самих парвовирусов уже 
достигли такого уровня, что известны полные нуклеотидные по¬ 
следовательности геномов МѴМ и вируса Н1 (автономные пар- 
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вовирусы) и ААѴ-2. Продукты транскрипции картированы на 
нуклеотидном уровне, и выяснена детальная картина реплика¬ 
ции ДНК. Меньше изучены структура и синтез белков. Здесь 
продвижение вперед в значительной степени зависит от опреде¬ 
ления аминокислотной последовательности белка капсида и от 
идентификации неструктурных белков. В целом исследования 
уже достигли биохимического уровня, и можно надеяться, что 
в ближайшем будущем будут выяснены различные хелперные 
функции, предоставляемые клеткой и (или) вирусами-помощни¬ 
ками. 
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Аденовирусы и их репликация 

Маршал С. Хорвиц 1 


Аденовирусы как отдельные вирусные агенты были впервые 
описаны в 1953 г. Роу и соавторами [258], когда они попытались 
получить линии клеток из тканей миндалин и аденоидов, уда¬ 
ленных у детей. При этом им удалось выделить передающийся 
агент, вызывающий дегенерацию эпителиальных клеток. Сходные 
вирусные агенты были выделены от военных, болеющих различ¬ 
ными респираторными заболеваниями, сопровождающимися ли¬ 
хорадкой [119]. Показано, что существует множество серотипов 
этих новых агентов и что среди первых серотипов шесть анти¬ 
генно родственны: имеют общий группоспецифический компле- 
ментсвязывающий антиген [133]. Сначала эти вирусы называли 
adenoid degeneration (AD) (вызывающие дегенерацию аденои¬ 
дов), adenoid-pharyngeal conjunctival (АРС) (аденофаринго- 
конъюнктивитіные) ,и acute respiratory disease (ARD) agents 
(агенты острых респираторных заболеваний). Современная но¬ 
менклатура аденовирусов была принята в 1956 г. [66]. Эпиде¬ 
миологическое изучение, предпринятое Комиссией по острым 
респираторным заболеваниям при армии США, подтвердило, что 
аденовирусы (для краткости будем обозначать их Ad) являют¬ 
ся причиной большого числа острых респираторных синдромов 
с лихорадкой среди военных [50, 61]. 

Острые респираторные синдромы, вызываемые аденовируса¬ 
ми, были известны более чем за 100 лет до описания этой груп¬ 
пы вирусов [61]. Кроме того, аденовирусы были выделены во 
время вспышек эпидемических кератоконъюнктивитов (ЭКК), 
которые были описаны как отдельное заболевание немецкими 
клиницистами в 1920-х гг. [121, 140]. По мере увеличения числа 
серотипов аденовирусов человека (в настоящее время их насчи¬ 
тывается 41) с ними связывали различные клинические синдро¬ 
мы [56, 330]. Например, аденовирусы могут вызывать острые 
геморрагические циститы [217]. В 1962 г. был описан первый 
случай, когда патогенный вирус человека индуцировал злокаче- 
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ственные опухоли у животных — Ad 12 вызвал появление опухо¬ 
лей у грызунов [303]. Онкогенный потенциал аденовирусов по¬ 
служил стимулом их дальнейшего молекулярно-биологического 
изучения, что позволило детально понять многие аспекты лити¬ 
ческого и трансформирующего циклов. Однако пока нет убеди¬ 
тельных данных о связи аденовирусов с какими-либо злокаче¬ 
ственными опухолями человека [107а]. 

Многие стадии репликации аденовирусов изучали как мо¬ 
дель более общих внутриклеточных процессов. Вирус-специфи- 
ческие мРНК аденовирусов синтезируются в ядре и переносятся 
в цитоплазму к полисомам. В процессе изучения биогенеза аде¬ 
новирусных мРНК открыто важное явление — сплайсинг [16, 
44а, 48]. Помимо этого были также разработаны методики кар¬ 
тирования геномной локализации мРНК Ad, которые затем бы¬ 
ли применены для многих вирусных и эукариотических систем. 
В частности, широко используются гибридизационный блок 
трансляции (hybrid arrested translation, HART) [248] и карти¬ 
рование с помощью нуклеазы S1 [17]. Первое успешное исследо¬ 
вание инициации репликации эукариотической ДНК in vitro 
было проведено с экстрактами клеток, зараженных Ad 2 [37]. 
В этих исследованиях были открыты вирусные и хозяйские 
(эукариотические) факторы инициации синтеза новой цепи ДНК 
с использованием нового механизма белковой затравки [177, 
246]. Перенос полипептидов в цитоплазме и сборка различных 
белок-нуклеиновых промежуточных комплексов в цитоплазме и 
ядре послужили основой модельных систем транспорта и сборки 
[130]. /5-Мутанты по каждой из этих функций позволили опре¬ 
делить ассамблирующие белки для сборки основного белка обо¬ 
лочки Ad [179, 220, 333]. Эти наблюдения и многие другие, об¬ 
суждаемые в данной главе, поставили аденовирусы в особое по¬ 
ложение биологического инструмента, чрезвычайно полезного 
для изучения сложных процессов в эукариотических системах. 
Обсуждение клинических симптомов, эпидемиологии и методов 
диагностики аденовирусной инфекции дано в гл. 24. Описание 
трансформации клеток аденовирусами можно найти в гл. 12. 

Структура вируса 

Размер, форма и химический состав 

Аденовирусы лишены липопротеиновой оболочки, они имеют 
форму икосаэдра (20 триангулярных поверхностей и 12 вершин) 
диаметром от 65 до 80 нм [122] (рис. 28.1). От каждой из вер¬ 
шин икосаэдра отходит структурный компонент, называемый 
«фибрилла». Его длина варьирует у различных серотипов адено¬ 
вирусов [214, 215]. Белковая оболочка (капсид) состоит из 
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Рис. 28.1. Электронная микрофотография аденовируса типа 5 (Ad5). А. Вири- 
он имеет форму икосаэдра. Каждый из 240 гексонов окружен шестью иден¬ 
тичными гексонами и каждый из 12 пентонов окружен пятью гексонами (от¬ 
мечены на рисунке). Б. Видны шесть из ,12 фибрилл, отходящих от вершин 
капсомера пентона. В. Свободные капсомеры пентона, содержащие основание 
пентона и фибриллу. X285 000. (С разрешения из [304].) 

252 субъединиц (капсомеров), 240 из которых — гексоны и 12 — 
пентоны [96]. Пейтон содержит основание пентона на поверхно¬ 
сти капсида и отходящую от основания фибриллу. Каждый пен- 
тон окружен пятью гексонами, благодаря чему он и получил 
название «пентон». Все другие капсомеры — гексоны, которые 
называются так потому, что каждый соседствует с шестью 
идентичными структурами. Наномеры (группы из 9 гексонов) 
могут быть получены при мягком лизисе частиц 10%-ным пири¬ 
дином [239], причем каждый наномер соответствует одной из 
20 триангулярных поверхностей. Гексоны и пентоны содержат 
разные вирусные полипептиды [191] (рис. 28.2). Разрушение 
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Полипептид при разде 
лении в ДСН геле 



Структурная 

единица 


гексон 

Основание пептона 
Белок связанный с пептоном 
Белок фибриллы 

Белок сердцевины 


Белок,связанный с гексоном 
Белок сердцевины 

Белок связанный с гексоном 
Белок специфичный для труп 
пы мз девяти гексонов 


Рис. 28.2. Схематическое изображение аденовируса. Справа показаны подвиж¬ 
ность и относительные количества каждого белка после диссоциации вируса 
по данным ДСН-электрофореза в полиакриламидном геле. Стрелками указано 
положение каждого полипептида в вирионе, однако конфигурация ДНК не со¬ 
ответствует ее действительной структуре в сердцевине. Полипептиды обозна¬ 
чены римскими цифрами [192]; гексон (II), основание пентона (III), фибрил¬ 
ла (IV) и ассоциированные с гексоном белки (Ша, VI, VIII и IX) являются 
субъединицами капсида. В сердцевине содержатся белки V, VII, р, и 55К-кон- 
цевой белок (ТР), ковалентно связанный с каждым из 5'-концов ДНК. Белка 
ТР слишком мало (две молекулы на вирион), чтобы выявить его с помощью 
окрашивания геля кумасси; ц — один из полипептидов, обнаруженных в участ¬ 
ке геля, содержащем белки X—XII. (С разрешения из [229].) 


вириона 5М мочевиной [192], 10%-ным пиридином [239], ацето¬ 
ном [162] или путем многократного замораживания — оттаива¬ 
ния приводит к освобождению внутренней структуры (сердце¬ 
вины), состоящей из двухцепочечной ДНК с четырьмя вирусны¬ 
ми белками, не входящими в состав капсида [132, 192, 250]. 
Аденовирусы содержат 13% ДНК и 87% белка, не содержат 
мембран или липидов, и поэтому они стабильны в таких раство¬ 
рителях, как эфир и этанол [104]. Вирионы содержат полипеп¬ 
тиды фибриллы, модифицированные глюкозамином, который 
присоединен к ним ковалентно. Плавучая плотность аденовиру¬ 
сов в CsCl составляет 1,34 г/см 3 [138]. 


Вирионная ДНК 

Молекулярная масса вирусной ДНК аденовирусов (23,85- ІО 6 
для Ad2) незначительно варьирует в зависимости от сероти- 
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па [106], а ее длина составляет ~11 мкм. Эта ДНК имеет ха¬ 
рактерную особенность: на 5'-конце линейного генома ковалент¬ 
но связан с dCMP кодируемый вирусом концевой полипептид 
55 К (ТР, от англ, terminal polypeptide). Глубокий гидролиз 
протеолитическими ферментами не удаляет все аминокислоты с 
5'-концевого dCMP, однако связь белок — ДНК, включающая 
гидроксильную группу серина, лабильна в NaOH или пипери¬ 
дине [38, 293]. ТР не позволяет ковалентно связанным с ним 
фрагментам ДНК входить в процессе электрофореза без детер¬ 
гентов в агарозный гель, поэтому концевые фрагменты ДНК 
новых серотипов можно легко определить [149]. По данным элек¬ 
тронной микроскопии примерно половина молекул ДНК Ad, ос¬ 
вобожденных из вирионов обработкой 4М гуанидинхлоридом, 
имеет вид колец, образующихся в результате нековалентного 
взаимодействия между концевыми белками каждого из концов 
[250] (рис. 28.3). В состав ДНК аденовирусов входят инвертиро¬ 
ванные концевые избыточные последовательности [90, 337І, дли¬ 
на которых варьирует от 100 до 140 Ьр в зависимости от серо 



АВС 
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с! 


Рис. 28.3. Структура ДНК аденовируса. А. Электронная микрофотография мо¬ 
лекулы ДНК аденовируса, выделенной из вириона с помощью 4М гуанидина. 
Кольцевая структура удерживается благодаря взаимодействию белков, кова¬ 
лентно связанных с каждым из Б'-концов в ДНК (с разрешения авторов из 
[250]). Б. Схематическая диаграмма структуры аденовирусной ДНК, изобра¬ 
женной на фотографии А, а также ДНК в других возможных конфигурациях. 
Представлены инвертированные концевые повторы (АВС — А'В'С'), длина ко¬ 
торых варьирует от 100 до 140 Ьр у различных серотипов. После депротеини- 
зации денатурированная ДНК может реассоциировать с образованием одно¬ 
цепочечных колец. Структура этих колец удерживается благодаря дуплексам 
на концах молекулы. Концевые структуры двухцепочечных молекул и реассо- 
циировавших одноцепочечных кольцевых структур идентичны. (С разрешения 
из [167].) 
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типа [7, 276, 302 Ь]. Поэтому денатурированные цепи ДНК аде¬ 
новирусов могут давать кольца за счет водородных связей между 
основаниями на концах одной и той же цепи. Образующиеся 
при этом структуры «сковорода с ручкой», возможно, важны 
для репликации ДНК (см. ниже) (рис. 28.3). Для аденовирусов 
серотипов 2, 3, 5, 7а, 7 и 12 существуют подробные рестрикцион¬ 
ные карты [27Ь, 302]. Содержание GC-nap варьирует в разных 
серотипах от 48 до 61 % [102, 234], причем их содержание являет¬ 
ся одним из критериев для классификации аденовирусов чело¬ 
века. В настоящее время доступно довольно много данных по 
первичной структуре аденовирусной ДНК, особенно для Ad2, 5, 
7 и 12 [27 Ь, 302, 314а]. Чувствительные реципиентные клетки 
можно трансфицировать ДНК аденовирусов, используя методику 
с фосфатом кальция. Если ТР не удалять с помощью протео¬ 
лиза, то эффективность трансфекции увеличивается примерно в 
100 раз [265]. 

Вирионные полипептиды 

Общее число полипептидов определили методом электрофо¬ 
реза компонентов очищенных вирионов, диссоциированных в при¬ 
сутствии додецилсульфата натрия [191]. В разных работах оно 
варьирует от 11 до 15 [323]. 

Капсид 

Наиболее детальное структурное изучение полипептидов Ad 
было проведено для Ad2 и 5, и ниже мы обсуждаем результаты, 
полученные на Ad2. Различия в молекулярных массах между 
аналогичными белками различных серотипов невелики, но их 
удалось использовать в одной из схем классификации аденови¬ 
русов [298, 319]. На рис. 28.2 показаны полипептиды аденовиру¬ 
сов и их положение в вирионе. Полипептид I отсутствует, по¬ 
скольку исходно обозначенный цифрой I полипептид оказался 
смесью меньших полипептидов, которые плохо диссоциировали 
[191]. Полипептид II представляет собой 120К-белок гексона 1 . 
Гексоновый капсомер — это тример, состоящий из трех идентич- 


1 Некоторые детали номенклатуры аденовирусов в настоящее время уточ¬ 
няются. Для полностью секвенированной ДНК Ad2 позиции генетической кар¬ 
ты от 0 до 100 могут быть точно определены и обозначены по номерам нуклео¬ 
тидов ([314а]; см. также данные Банка последовательностей оснований ДНК, 
Р. Дж. Робертс, Лаборатория Колд Спринг Харбор, Нью-Йорк, личное сооб¬ 
щение). Секвенирование позволяет, кроме того, уточнить молекулярные массы 
полипептидов в соответствии с открытыми рамками считывания. В данной гла¬ 
ве, однако, будут использованы главным образом величины в единицах карты 
(ед. карты) и молекулярные массы по данным, опубликованным в литературе. 
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ных полипептидов (II), прочно связанных друг с другом некова¬ 
лентными связями [129]. Таким образом, 240 гексоновых капсо- 
меров в каждом вирионе содержат 720 идентичных полипепти¬ 
дов. После различных процедур выделения полипептиды VI 
(24К), VIII (13К) и IX (12К) остаются связанными с гексоном 
[72]. Например, после разрушения вирионов 10%-ным пириди¬ 
ном полипептиды VI и IX выделяются вместе с наномерами 
гексона. Полипептиды VI и VIII синтезируются в виде больших 
предшественников и нарезаются в процессе сборки [21]. Поло¬ 
жение этих белков внутри вириона показано на рис. 28.2, где 
указаны полипептиды, обращенные к наружной стороне части¬ 
цы [71]. Локализация полипептидов была установлена при ме- 
чении поверхности вириона с помощью иодированной лактопе- 
роксидазы или путем анализа различных продуктов деградации 
при осторожном разрушении частиц. Основание пентона (поли¬ 
пептид III, 85К) нековалентно связано с фибриллой (полипеп¬ 
тид IV, 62К). На каждую вершину приходится пять молекул 
полипептида III (основание пентона) и три молекулы полипеп¬ 
тида IV (фибрилла). После диссоциации вирионов пиридином 
полипептид Ша (66К) ассоциирован с перипентоновыми гексо- 
нами [71, 72]. 

Сердцевина 

Полипептиды V (48,5К) и VII (18,5К) связаны нековалентно 
с вирусной ДНК во внутренней структуре (сердцевине), кото¬ 
рую можно получить при разрушении вириона 10%-ным пири¬ 
дином [239]. Однако после обработки саркозилом сердцевина 
не содержит полипептида V [28]. Все основные белки сердцеви¬ 
ны богаты аргинином, так же как клеточные гистоны, но в отли¬ 
чие от последних они не содержат триптофана [162, 192, 258а]. 
Сердцевина каждого вириона содержит 1070 молекул полипеп¬ 
тида VII и всего 180 молекул белка V [72]. Другой белок серд¬ 
цевины р, богатый аргинином (54%) и гистидином (13%), имеет 
мол. массу 4К, но его точная локализация и функция до сих пор 
не известны [132]. Белок V способен связываться с основанием 
пептона и, возможно, выполняет свою функцию при упаковке 
вирионной ДНК. Полипептид Ша также может служить свя¬ 
зующим звеном между белком VII и окружающими пентон 
гексонами капсида [71, 72]. Концевой белок 55К (ТР) ковалент¬ 
но связан с каждым концом ДНК; впервые на его присутствие 
указали кольца вирионной ДНК, выделенной без обработки 
протеазами [250]. ТР визуально обнаружены с помощью авидин- 
биотиновой метки. Авидин связывали с ферритином, а биотин — 
с эфиром N -гидроксисукцинамида, который избирательно реаги¬ 
рует с остатками лизина в полипептиде [27а]. рТР — 80К-предше- 
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ственник ТР [39], и рѴІІ являются исходными продуктами транс¬ 
ляции, расщепление которых происходит в процессе вирусного 
морфогенеза (182, 321, 322, 323]. 

Разрушение сердцевины аденовирусов небольшими количе¬ 
ствами микрококковой нуклеазы не приводит к образованию 
типичных нуклеосомных структур, подобных тем, которые обна¬ 
ружены в клеточном или вирусном (SV40) хроматине, однако 
следует отметить определенную однородность продуктов гидро¬ 
лиза, характерную для такого разрушения [51]. Частичный гид¬ 
ролиз сердцевины аденовирусов нуклеазой приводит к образо¬ 
ванию популяции молекул ДНК (~ 150 Ьр), дающих в геле раз¬ 
мытую зону. Эта ДНК в комплексе с шестью молекулами поли¬ 
пептида VII формирует нуклеосомоподобные структуры [203]. 
Каждая из этих структур (нуклеосом) соединена с соседней 
нуклеосомой варьирующим по длине фрагментом ДНК, связан¬ 
ным с одной молекулой белка V. 

Средняя длина ДНК, приходящаяся на одну нуклеосому, 
включая спейсерную ДНК, составляет примерно 200 Ьр. По дан¬ 
ным электронной микроскопии нуклеосомы расположены на ДНК 
нерегулярно. Шесть молекул белка VII в нуклеосоме входят в 
состав трех димеров. Такая схема организации основана на ре¬ 
зультатах опытов по сшивке глутаральдегидом (при которой 
образуются ковалентно связанные димеры) с дальнейшей обра¬ 
боткой нуклеазой, в результате которой образуются фрагменты 
ДНК, содержащие 50 Ьр. Молекулярная масса белка VII 
(110К) сходна е молекулярной массой октамерного гистона 
(108К) в нуклеосомах хроматина. Однако белок V сердцевины 
(48К) намного больше гистона Н1, занимающего эквивалентное 
положение на последовательности ДНК между нуклеосомами. 
Последние данные позволяют предположить, что полипептид X — 
это р-белок, продукт расщепления вирионного белка, который 
также, вероятно, связан с сердцевиной. Происхождение X не 
окончательно установлено, но отмечено, что его нет в сердцеви¬ 
нах, очищенных из вирионов мутанта, температурочувствитель¬ 
ного по функции вирусной протеазы [73, 74, 203]. Предложено 
несколько моделей упаковки вирусной сердцевины с учетом ее 
взаимодействия или с 20 гранями икосаэдра, или с его 12 верши¬ 
нами [51]. Благодаря взаимодействию с белками сердцевины аде¬ 
новирусная ДНК компактизована по длине в 5,5 раза [203]. 

Функции структурных белков 

Для серологической классификации аденовирусов исполь¬ 
зуют антигенные детерминанты гексона, пентона и фибриллы. 
Все серотипы аденовирусов человека дают перекрестные реак¬ 
ции благодаря группоспецифическому антигену [214], располо- 
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женному на внутренней поверхности капсомера гексона. Анти¬ 
генную детерминанту а легко обнаружить в «растворимом» бел¬ 
ке гексона (лишь Ѵіо часть популяции молекул синтезированного 
гексона включается в вирион), но ее нельзя обнаружить в ин¬ 
тактном вирионе [304]. е-Детерминанта гексона и удетерминан- 
та фибриллы относятся к типоспецифическим антигенам, рас¬ 
положенным на поверхности частиц аденовирусов; в ответ на 
них синтезируются нейтрализующие антитела [233]. уАнтиген- 
ность, по-видимому, идентична типоспецифическому гемагглю- 
тинину. Для количественного определения аденовирусной гемаг- 
глютинирующей активности, которая является свойством фиб¬ 
риллы (как в составе вириона, так и в растворимой фракции 
экстрактов зараженных клеток), используют эритроциты крыс 
и макаков-резусов [253]. По характеру поведения в реакции 
гемагглютинации аденовирусы разделяют на четыре подгруп¬ 
пы [118]. Очищенная фибрилла ингибирует синтез макромолекул 
при добавлении к незараженным клеткам, имеющим на своих 
мембранах рецепторы для аденовирусов [166]. Кристаллизован¬ 
ные препараты фибриллы оказывают ингибирующее действие 
на клетки человека и клетки ВНК21, но не на мышиные клетки 
L929. 

Другие функции структурных белков аденовирусов связы¬ 
вают с полипептидом основания пентона. Растворимый пентон 
токсичен для клеток и вызывает быстрый цитопатический эф¬ 
фект (ЦПЭ) в клеточном монослое [304]. По данным световой 
микроскопии ЦПЭ, вызываемый пентоном, очень похож на ЦПЭ, 
вызываемый инфекционными аденовирусами, но первый возни¬ 
кает значительно быстрее (через 4—6 ч). 

С пентоном ассоциированы две эндонуклеазы: 1) эндонук¬ 
леаза, осуществляющая двухцепочечный разрыв (ds -эндонукле- 
аза), которая осаждается антисывороткой против очищенного 
белка основания пентона [31], и 2) эндонуклеаза, осуществляю¬ 
щая одноцепочечный разрыв (ss -эндонуклеаза), ассоциирован¬ 
ная со структурами, содержащими пентон (вирион и очищенные 
полипептиды) [195]. По-видимому, ни ds-, ни ss -эндонуклеаза не 
кодируются вирусом, поскольку недавно удалось разделить эти 
эндонуклеазы и белок основания пентона [226]. 

Неструктурные вирус-специфические 
полипептиды 

Существуют и другие вирус-специфические полипептиды, од¬ 
нако они не входят в состав зрелых вирионов. Здесь мы лишь 
кратко остановимся на некоторых из неструктурных полипепти¬ 
дов, а в специальных разделах обсудим их более подробно. Это 
относится, например, к полипептиду 100К — позднему белку, ис- 
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пользуемому в качестве «лесов» при сборке тримеров гексона из 
мономеров [36, 220]. Кодируемый вирусом ДНК-связывающий бе¬ 
лок (72К по подвижности в полиакриламидном геле и 58К по 
нуклеотидной последовательности кодирующего участка) пред¬ 
ставляет собой продукт ранних генов, необходимый для элонга¬ 
ции ДНК [84]. Полипептид 100К и ДНК-связывающий белок 
синтезируются в количествах, достаточных для того, чтобы их 
можно было обнаружить при введении радиоактивно меченных 
аминокислот в зараженные клетки. Два других вирусных поли¬ 
пептида, необходимые для репликации ДНК [177],—это ДНК-по- 
лимераза (140К), синтезирующаяся в очень малых количествах, 
и 80К-предшественник концевого белка, действующего как за¬ 
травка при инициации. Полипептиды 140К и 80К удалось обна¬ 
ружить только после тщательной очистки из большого количе¬ 
ства клеток HeLa, зараженных Ad2. 

В результате трансляции in vitro выявлены другие радиоак¬ 
тивные полипептиды, которые кодируются участками вирусной 
ДНК и обладают регуляторными функциями. Полипептид 51К 
синтезируется как продукт предраннего гена Е1А (см. ниже 
«Ранняя транскрипция»); он, по-видимому, важен для регуляции 
других ранних функций [249, 275]. Опухолевые антигены (58К, 
30—50К и 17К) аденовирусов синтезируются в малых количест¬ 
вах и могут быть обнаружены в результате иммунопреципитации 
меченых экстрактов сыворотками животных, несущих опухоли, 
индуцированные аденовирусами [198, 249, 255]. Функции других 
малых полипептидов 15К, 13,5К и 11,5К, которые можно карти¬ 
ровать при трансляции in vitro мРНК, гибридизующихся с опре¬ 
деленными участками Ad2 ДНК, остаются неизвестными. 

Классификация 

Аденовирусы относятся к сем. Adenoviridae, которое подраз¬ 
деляется на два рода: Mastadenovirus и Aviadenovirus [216]. Хо¬ 
тя существуют широкие антигенные перекресты по гексоновым 
комплементсвязывающим антигенам внутри каждого рода, нег 
общего антигена, который характеризовал бы семейство в це¬ 
лом. Род Mastadenovirus включает в себя вирусы человека, 
обезьян, крупного рогатого скота, лошадей, свиней, овец, собак 
и опоссума. 


Гемагглютинация эритроцитов крыс 
или макаков-резусов 

Первоначальная классификация аденовирусов человека бы¬ 
ла основана на характере агглютинации эритроцитов крыс и 
макаков-резусов {253], а затем она была усовершенствована с 
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Таблица 28.1. Классификация аденовирусов человека (Mastadenovirus Н) 1 


Под¬ 

группа 

Группы 

по гемагглютинации 

Серотипы 

Онкогенный 

потенциал 

Содержа¬ 

ние 

(G+C) в 
ДНК. % 

опухоли у 

животных 

трансформа¬ 

ция в куль¬ 
туре ткани 

А 

IV (незначительная 

12, 18, 31 

Высокий 

+ 

48—49 


или отсутствие аг¬ 






глютинации) 





В 

I (полная агглюти¬ 

3, 7, 11, 14, 16, 

Средний 

+ 

50—52 


нация эритроци¬ 

21, 34, 35 





тов обезьяны) 





С 

III (частичная агглю¬ 

1, 2, 5, 6 

Низкий или 

+ 

57—59 


тинация эритроци¬ 


отсутст¬ 




тов крысы) 


вует 



D 

II (полная агглюти¬ 

8, 9, 19, 37, 10, 

То же 

+ 

57—61 


нация эритроци¬ 

13, 15, 17, 19, 





тов крысы) 

20, 22—30, 32, 






33, 36, 38, 39 




Е 

III 

4 

» 

+ 

57—59 

F 

III 

40 

Неизвестен 



G 

III 

41 

» 




1 Из [12] с модификациями. 


включением в нее новых изолятов [118]. По характеру гемаг- 
глютинации были определены четыре группы, которые можно 
рассматривать как компоненты более поздней схемы классифи¬ 
кации, включающей все известные сегодня аденовирусы чело¬ 
века (табл. 28.1). Гемагглютинирующими свойствами обладает 
полипептид фибриллы. 


Онкогенность для грызунов 

Впервые способность аденовирусов типа 12 вызывать опу¬ 
холи открыта в опытах на хомячках. Вскоре было показано, что 
аденовирусы значительно различаются по онкогенности для гры¬ 
зунов. Эти биологические различия послужили основой для еще 
одной схемы их классификации [133]. За редкими исключениями, 
вирусы, объединенные по гемагглютинирующим свойствам, име¬ 
ли сходные онкогенные свойства. 

8 Заказ № 1131 
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Состав оснований и гомология ДНК 

Эти два свойства вирусной ДНК широко изучались и стали 
дополнительными критериями при классификации аденовирусов 
человека |[234]. Низкое содержание G + С (48%) у аденовирусов 
группы А коррелирует со способностью вирусов этой группы 
индуцировать опухоли, в то время как вирусы группы С с более 
высоким содержанием G + C — 58%—неонкогенны [102, 234]. 
Однако сопоставление данных по содержанию G + С у онкоген¬ 
ного вируса обезьян SA7 (58—60%) и у неонкогенных вирусов 
обезьян (54%) показывает, что состав оснований указывает ско¬ 
рее не на способность вирусов к индукции опухолей, а на их ге¬ 
нетическое происхождение или эволюционные вариации серотипа 
(100, 235]. 

По данным гибридизации ДНК—ДНК гомология оснований 
внутри группы составляет в основном более 85%, за исключе¬ 
нием группы А, в которой гомология между ее тремя членами 
составляет от 48 до 69% [91, 102]. Наиболее вариабельными внут¬ 
ри группы являются участок от 52 до 62 ед. карты генома, коди¬ 
рующий капсомер гексона, и участок от 78 до 91 единиц, коди¬ 
рующий белок фибриллы и ранний гликопротеин (ЕЗ), который 
не нужен для репродукции вируса в культуре ткани [91]. Рек¬ 
соны и фибриллы расположены на поверхности вириона и явля¬ 
ются полипептидами, к которым вырабатываются хозяйские 
антитела. Природные варианты гексона и фибриллы, возникаю¬ 
щие в популяции вирионов, вероятно, отбираются иммунным 
ответом хозяина на основные антигенные детерминанты в про¬ 
цессе инфекции, и поэтому эти полипептиды сильнее варьируют 
по составу, чем некоторые внутренние вирусные полипептиды. 
По данным гибридизации гомология между группами аденови¬ 
русов от А до F составляет менее 20%, однако при сравнении 
первичной структуры участков от 0 до 30 ед. карты групп А, 
В и С обнаружено, что консервативны от 50 до 80% оснований. 

Аденовирусы различных групп не рекомбинируют, хотя су¬ 
ществуют полипептиды, которые могут участвовать в комплемен¬ 
тации между неродственными серотипами. Внутри группы ви¬ 
русы могут рекомбинировать весьма эффективно [259]. Резуль¬ 
таты рекомбинации подтверждают взаимоотношения между 
аденовирусами, на основании которых построена предложенная 
классификация. В настоящее время нет экспериментальных дан¬ 
ных, которые объясняли бы отсутствие рекомбинации между 
вирусами разных групп. 

Взаимосвязи между Т-антигенами 

Связи между опухолевыми (7) антигенами легли в основу 
еще одной схемы классификации [190]. Члены группы обычно 
имеют по крайней мере одну общую Т-антигенную детерминан- 
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ту. Определение Т-антигенов недавно усовершенствовано бла¬ 
годаря тому, что удалось определить полипептиды, вносящие 
свой вклад в серологические реакции. Первоначально Т-анти- 
генами называли антигены, которые реагировали с антителами 
хомячков, несущих опухоли, вызванные аденовирусами [93]. По¬ 
скольку структурные вирусные компоненты в таких опухолях 
обычно отсутствуют, Т-антигены не содержат белков гексона, 
лентона и фибриллы. Более точное определение Т-антигена долж¬ 
но быть ограничено продуктами ранних областей Е1А и Е1В У 
которые непосредственно принимают участие в аденовирусной 
трансформации [98]. Однако, поскольку для классификации, ос¬ 
нованной на свойствах Т-антигена, использовали антисыворотку, 
содержащую антитела к большому числу ранних полипептидов 
аденовирусов, групповые взаимосвязи между Т-антигенами мо¬ 
гут определяться и другими ранними вирусными белками. 

Карта расщепления аденовирусных геномов 
рестрикционными эндонуклеазами 
и набор вирусных полипептидов 

Почти все серотипы аденовирусов имеют уникальные набо¬ 
ры фрагментов ДНК после ее расщепления разными рестрик¬ 
ционными эндонуклеазами. При этом оказалось возможным 
сгруппировать родственные вирусы по некоторым общим фраг¬ 
ментам ДНК [319]. Фермент Sma\ был использован для сравне¬ 
ния вирусных геномов из группы В (гл. 24). Для них выявлены 
важные черты сходства, что очень полезно при классификации 
изолятов аденовирусов из клинических образцов. Критерием для 
классификации служит также размер полипептидов аденовиру¬ 
сов по данным электрофореза в ДСН-полиакриламидных гелях 
[319], причем наиболее полезным оказалось сравнение подвиж¬ 
ности и размеров белков гексона, основания пентона, фибрил¬ 
лы, белка сердцевины V. На основе этих данных были предпри¬ 
няты попытки реконструировать путь эволюции от прародителя 
аденовирусов к различным серотипам. 

Тогда как электрофоретическая подвижность структурных 
вирусных полипептидов и характер гидролиза ДНК рестрикцион¬ 
ными эндонуклеазами обеспечивают широкий генотипический 
анализ любого серотипа, гемагглютинация определяется лишь 
одним участком ДНК, кодирующим белок фибриллы. Поэтому 
неудивительно, что при торможении гемагглютинации между 
серотипами, имеющими весьма различные рестрикционные кар¬ 
ты, регистрируются перекрестные реакции. Вместе с тем вирусы 
со многими идентичными сайтами рестрикции могут разли¬ 
чаться в участке, кодирующем белок фибрилл, и не давать 
перекрестов в реакции торможения гемагглютинации с гиперим- 
8 * 
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мунными сыворотками [57]. Очевидно, что для современной 
классификации новых изолятов аденовирусов должны быть ис¬ 
пользованы и серологические, и биохимические методы. 


Цикл репликации 

Большинство опытов по изучению биохимии аденовирусной 
инфекции проводили при высокой множественности заражения 
(от 10 до 200 БОЕ/клетка), чтобы обеспечить синхронизацию 
инфекции и последующих биохимических событий в процессе 
репликации. В опытах по изучению биохимии литической инфек¬ 
ции использовали клетки HeLa и КВ, в суспензионных культу¬ 
рах которых хорошо растет большинство аденовирусов. Ново¬ 
образованные аденовирусы остаются ассоциированными с клет¬ 
ками, и это позволяет концентрировать большие массы вируса 
простым осаждением зараженных клеток в низкоскоростной 
центрифуге [104]. 

Цикл репликации аденовирусов разделяют на раннюю и позд¬ 
нюю фазы: последняя, по определению, начинается с момента 
запуска репликации ДНК. «Ранний» и «поздний» — удобные тер¬ 
мины для многих этапов репликации, описываемых далее, одна¬ 
ко их не следует понимать слишком буквально. Для некоторых 
процессов функциональные различия несколько размыты. Мно¬ 
гие ранние мРНК синтезируются и во время поздней фазы ин¬ 
фекции, некоторые мРНК (например, для ДНК-связывающего 
белка) претерпевают изменения в лидерных последовательно¬ 
стях при переходе от ранней к поздней фазе инфекции, в то 
время как другие остаются неизменными [46]. Недавно было 
установлено, что основной поздний промотор в малых количест¬ 
вах транскрибируется во время ранней фазы инфекции, но при 
этом не происходит полной элонгации конечного первичного 
транскрипта до правого конца вирусной ДНК [47, 171]. 

Структурные белки аденовирусов синтезируются в основном 
в поздней фазе. Однако полипептиды ІѴа2 и IX, которые явля¬ 
ются структурными компонентами, присутствующими в значи¬ 
тельных количествах, синтезируются и в ранней фазе. Полипеп¬ 
тиды ІѴа2 и IX транскрибируются с промоторов, отличающихся 
от промотора всех других поздних структурных белков. Первич¬ 
ные транскрипты ранней области 3 имеют свой уникальный про¬ 
мотор [49], однако в поздней фазе последовательности области 3 
могут транскрибироваться с позднего промотора [44, 46, 49]. 

Аденовирусная инфекция оказывает глубокое воздействие на 
синтез макромолекул в клетках хозяина. В суспензионной куль¬ 
туре большинство серотипов аденовирусов ингибирует синтез 
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клеточных ДНК и белков [95, 120, 236]. В некоторых монослой- 
ных культурах, зараженных Ad 12, на ранних стадиях инфекции 
наблюдали стимуляцию синтеза хозяйской ДНК, что может быть 
связано со способностью этого вируса трансформировать клет¬ 
ки [269], Не исключено, что ингибирование синтеза хозяйских 
белков частично обусловлено вытеснением клеточных мРНК из 
поздних цитоплазматических полисом [180]. Однако первичная 
транскрипция клеточных последовательностей остается активной 
в ядре, где хозяйские РНК составляют до 80—90% ядерных 
транскриптов [200, 240]. Транспорт предшественников клеточных 
мРНК в цитоплазму нарушается [9, 15]. Быстрое выключение 
синтеза хозяйских белков вряд ли объясняется ингибированием 
транспорта или процессинга ядерных транскриптов, поскольку 
быстрого разрушения клеточных мРНК на полисомах не проис¬ 
ходит. Полученные данные позволяют предположить существо¬ 
вание какого-то механизма регуляции трансляции. Несмотря на 
то что синтез предшественника 45S-pPHK продолжается, при 
аденовирусной инфекции практически полностью ингибируется 
образование новых рибосом, что напоминает процесс, происхо¬ 
дящий при применении ингибиторов синтеза белков [244]. 

Синтез клеточной ДНК постепенно ингибируется после того, 
как начинается синтез вирусной ДНК, через 6—9 ч после зара¬ 
жения [128]. Механизм выключения синтеза клеточной ДНК не 
до конца ясен. Согласно одной из гипотез, для продолжения 
синтеза хроматиновой ДНК необходимо продолжение синтеза 
клеточных белков, в том числе гистонов. Таким образом, выклю¬ 
чение синтеза клеточной ДНК может быть вторичным по отно¬ 
шению к выключению синтеза клеточных белков. Альтернатив¬ 
ная гипотеза основана на серии следующих опытов. Если синтез 
вирусной ДНК начинался во время фазы G1 клеточного цикла, 
то синтеза хозяйской ДНК в следующей фазе S не наблюдали. 
Однако если синтез вирусной ДНК в синхронизированных клет¬ 
ках совпадал с фазой S клеточного цикла, то уровень синтеза 
хозяйской ДНК не менялся на протяжении многих часов [120]. 
Из этих опытов был сделан вывод, что при аденовирусной ин¬ 
фекции ингибируется инициация синтеза клеточной ДНК, а не 
его продолжение. Поскольку каждый хозяйский репликон син¬ 
тезируется примерно в течение 30 мин, действие вируса осуще¬ 
ствляется не на уровне индивидуальных репликонов. 

Литический цикл аденовирусов группы С (Ad2 и Ad5) очень 
эффективен: синтезируется примерно 10 000 вирионов на зара¬ 
женную клетку [103]. Таким образом, в течение одного вирус¬ 
ного цикла (32—36 ч) общее содержание ДНК и белка в клетке 
удваивается. Увеличение происходит практически только за счет 
вирусных макромолекул. Весьма незначительная часть клеток 
(около 15%), зараженных вирусом с высокой множественностью, 
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Рис. 28.4. Кинетика синтеза вируса и вирусных макромолекул. Представлены 
цикл инфекции Ad2 и кинетика синтеза типичных макромолекул. ДНК-связы- 
вающий белок 75К — пример ранних вирусных белков. (С любезного разреше¬ 
ния Marcel Dekker Inc. из [336а].) 


делится [123]. На рис. 28.4 представлена примерная скорость 
синтеза вирусных макромолекул при 37°С для аденовирусов 
группы С. Цикл для вирусов группы А несколько длиннее. 

Прикрепление, проникновение, раздевание 

Поскольку большинство частиц исходного вируса неинфек- 
ционны, изучение ранних событий при взаимодействии аденови¬ 
руса с клеткой столь же сложно, как и при других вирусных 
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инфекциях эукариотических клеток. Соотношение числа частиц 
к числу БОЕ варьирует от 11:1 до 2300: 1 для различных серо¬ 
типов [105]. Эти цифры позволяют предположить, что многие 
частицы, видимые в электронном микроскопе или определяемые 
по распределению радиоактивной метки в различных клеточных 
структурах, не относятся к тому меньшинству вирусных частиц, 
которое обладает инфекционностью. Тем не менее проведено 
много интересных опытов, из которых следует, что фибрилла 
вируса прикрепляется к специфическим рецепторам на клеточ¬ 
ной мембране [184]. По ингибированию фокусов флуоресцен¬ 
ции [232], но не по подавлению бляшек [231] антитела к фибрил¬ 
ле нейтрализуют вирусную инфекцию. Из мембран клеток КВ 
с помощью аффинной хроматографии очищен рецепторный ком¬ 
плекс, содержащий по крайней мере три полипептида [117]. В ка¬ 
честве лигандов использовали пришитые белки основания пен- 
тона и фибриллы (капсомеры пентона), ориентированные таким 
образом, что конец фибриллы оставался свободным. Раствори¬ 
мый и частично очищенный рецептор, содержащий полипептиды 
78К, 42К и 34К, подавляет присоединение вируса к клеткам КВ. 
Согласно ряду данных, присутствующие в фибрилле и в рецеп¬ 
торе углеводные участки не принимают участия во взаимодей¬ 
ствии фибриллы с клеточным рецептором. Образование диими- 
доэфирной связи, сшивающей аминогруппы, позволяет предпо¬ 
ложить, что в реакции принимают участие аминокислоты [117]. 
Вирус входит в клетку, по-видимому, путем прямого проникно¬ 
вения и на этом этапе теряет капсомеры пентона [205, 232]. На 
клетку приходится примерно ІО 4 рецепторов для вирионов и ІО 5 
рецепторов для фибриллы, что позволяет предположить мульти¬ 
валентное связывание вируса с клеточной мембраной. Некото¬ 
рые электронные микрофотографии дают основание считать, что 
аденовирус проникает в клетку по механизму пиноцитоза и при 
этом теряет лишь часть пентонов (20%) на мембране [41, 42]. 
Однако вирионная ДНК быстро становится чувствительной к 
ДНКазе, ее плавучая плотность увеличивается (что указывает 
на потери белка), а вирусный гемагглютинин утрачивается [285]. 
Перенос вирионов через цитоплазму происходит, по-видимому, 
при участии микротрубочек [53, 188]. В исследованиях in vitro 
показано сродство микротрубочек к гексоновым капсомерам 
аденовирусов. Интересно, что некоторые антитела к белкам гек- 
сона нейтрализовали инфекционность вирионов так же, как и 
антитела к фибрилле. Возможно, что перипентоновые гексоны 
важны для проникновения через клеточную мембрану; не исклю¬ 
чено также, что взаимодействие гексон — микротрубочки нару¬ 
шается типоспецифическими гексоновыми антителами. Вещества, 
взаимодействующие с микротрубочками, по-разному влияют на 
аденовирусную инфекцию. Колихцин не влияет на аденовирус- 
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ный цикл репродукции, а винбластин ингибирует вирусную реп¬ 
ликацию [53]. Винбластин вызывает образование больших пери- 
нуклеарных паракристаллов тубулина, которые связывают аде¬ 
новирусы и препятствуют переходу частиц, потерявших пентон* 
к следующей стадии раздевания в ядре. Когда вирус доходит 
до ядра, ДНК проникает в ядро, а большинство вирионных бел¬ 
ков остается в цитоплазме [232]. Полностью этот процесс зани¬ 
мает около 2 ч при 37°С; он нуждается в энергии АТР и при 
0°С не происходит [43]. Вирусная ДНК, вероятно, не может су¬ 
ществовать в клетке в полностью депротеинизованном состоянии. 
Вирусная сердцевина (ДНК плюс вирусные полипептиды V, VII, 
ТР и р) превращается в комплекс вирусная ДНК — клеточные 
гистоны, который, судя по действию на него ДНКазы в низких 
концентрациях, напоминает хроматин [295]. До сих пор неясно, 
вся ли проникшая вирусная ДНК образует комплексы с клеточ¬ 
ными гистонами или только та ее часть, которая интегрирует с 
хромосомой в процессе литической инфекции [316]. 

Ранняя транскрипция 

Ранняя транскрипция аденовирусов — сложная серия взаимо¬ 
связанных биохимических событий; ее можно определить как 
синтез вирусных РНК на проникшей в клетку аденовирусной 
ДНК-матрице до начала репликации вирусной ДНК. Ранние 
вирусные мРНК составляют менее 0,1% общей клеточной РНК. 
Однако вирусной ДНК [180, 300] комплементарны 5—18% поли- 
сомной мРНК. Ранние транскрипты считываются с обеих цепей 
ДНК, что стало ясно из данных по разделению цепей с помощью 
синтетического poly(UG). Детальный анализ транскрипции раз¬ 
ных областей аденовирусного генома стал возможен благодаря 
использованию рестрикционных эндонуклеаз. Сначала считали, 
что ранние цитоплазматические мРНК комплементарны четы¬ 
рем отдельным областям вирусной ДНК [264]. Впоследствии это 
число возросло до семи областей, начинающихся с шести промо¬ 
торов [46, 283, 334] (рис. 28.5). Организация геномов одинакова 
для аденовирусов всех групп, и положение генов, кодирующих 
определенные функции, одинаково у всех изученных серотипов. 

Методики картирования транскриптов 

Многие первичные транскрипты и зрелые мРНК точно кар¬ 
тированы с помощью гетеродуплексного анализа на электрон¬ 
ном микроскопе. Проводили также гибридизацию между вирус- 
специфическими цитоплазматическими мРНК или ядерными 
транскриптами и денатурированными цепями всего генома или 
отдельных рестрикционных фрагментов [45]. Именно при исполь- 
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Рис. 28.5. Генетическая карта ранних белков, кодируемых Ad2, и их мРНК. 
Тонкие линии — мРНК, которые могут быть обнаружены на ранней стадии в 
отсутствие синтеза белков. Толстые линии соответствуют промежуточным 
мРНК. Эти мРНК экспрессируются в отсутствие репликации вирусной ДНК, 
т. е. на ранней стадии, но на поздней стадии их больше. Стрелки указывают на 
З'-конец. Предполагаемые промоторные участки обозначены -3. Белок, коди¬ 
руемый ранней мРНК, представлен рядом с этой мРНК. Обозначения бел¬ 
ков, кодируемых определенной ранней областью, для которой структура мРНК 
еще не определена, даны в скобках. (С разрешения из [229].) 


зовании этого метода для анализа поздних аденовирусных транс- 
криптов был открыт сплайсинг [16, 48]. С помощью гетеродуп- 
лексного анализа можно определить места соединений при 
сплайсинге, а также длину интронов. Для картирования исполь¬ 
зовали и биохимические методы. Например, проводили отжиг 
смеси денатурированной радиоактивно меченной аденовирусной 
ДНК и немеченых ранних мРНК. Гетеродуплексы (рис. 28.6) 
обрабатывали нуклеазой S1, гидролизующей любые одноцепо¬ 
чечные участки ДНК, или экзонуклеазой VII [17], гидролизую¬ 
щей только одноцепочечные свободные концы ДНК, и о длине 
интронов и экзонов судили по подвижности образующихся фраг¬ 
ментов ДНК при электрофорезе в щелочных условиях. 


Геномная локализация ранних транскриптов аденовирусов 

Опыты по ультрафиолетовому картированию четко показа¬ 
ли, что большинство ранних областей имеют собственные про¬ 
моторы [18, 107а, 334], тогда как раньше считали, что ранние 
транскрипты аденовирусов являются продуктами нарезания 
единого транскрипта. УФ-инактивация максимальна для наибо¬ 
лее удаленных от промотора транскриптов, т. к. повреждения 
ДНК кумулятивны. Однако после УФ-облучения ЕЗ-мРНК (ко¬ 
торая должна была бы находиться на З'-конце единого транс¬ 
крипта) не отличалась по эффективности синтеза от других 
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Рис. 28.6. Схема биохимического эксперимента, поставленного с целью обна¬ 
ружения сайтов сплайсинга. Гибриды, образующиеся между ранней мРНК и 
32 Р-рестрикционными фрагментами ДНК Ad2, гидролизуют или S1 -нуклеазой, 
или экзонуклеазой VII. Продукты анализируют электрофорезом в щелочном 
геле. Эта методика была разработана Берком и Шарпом [17]. (С разрешения, 
из [302а].) 

мРНК. Более поздние эксперименты по определению размеров и 
этапов процессинга ранних транскриптов подтвердили существо¬ 
вание нескольких ранних промоторов. 

Последние данные позволили значительно расширить пред¬ 
ставления о четырех основных ранних транскриптах и выделить 
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«непосредственно ранний» (L1), «предранний» ( E1A ), «задер¬ 
жанный ранний» ( Е1В-Е4 ) и «промежуточный» (ІѴа2,ІХ) транс¬ 
крипты (рис. 28.5). Ы обозначен в соответствии с номенклату¬ 
рой, принятой для поздних (L) генов, поскольку он впервые 
обнаружен как поздний транскрипт и синтезируется в поздней 
фазе в значительно больших количествах, чем в качестве непо¬ 
средственно раннего транскрипта (см. ниже). Прежде всего мы 
остановимся на классических ранних участках, а также ставшем 
недавно известным транскрипте 2В, который в некоторых пуб¬ 
ликациях обозначают как область V. Ген, кодирующий ДНК-свя- 
зывающий белок и обозначавшийся ранее как область 2 , теперь 
обозначают как область 2А. Более подробно все новые транс¬ 
крипты, синтезирующиеся до начала репликации вирусной ДНК, 
будут рассмотрены в разделе «Регуляция экспрессии ранних ге¬ 
нов аденовирусов». Цепь, транскрибируемая слева направо (г), 
содержит участки Е1 и ЕЗ от 1,3 до 11,2 и от 76,6 до 86,2 ед. кар¬ 
ты соответственно. Домен Е1, который разделяют на Е1А (от 

1.3 до 4,5 ед. карты) и Е1В (от 4,6 до 11,2 ед. карты), представ¬ 
ляет особый интерес, так как он кодирует трансформирующие 
функции аденовирусов ( [260]. Е1А может трансформировать клет¬ 
ки и в отсутствие Е1В , но происходящая при этом трансформа¬ 
ция характерна только для клеток перевиваемых линий, но не 
для первичных культур [308]. Вероятно, именно Е1В ответствен 
за трансформацию, однако на этот вопрос пока трудно ответить 
однозначно, поскольку ген Е1А осуществляет регуляцию всех 
других ранних аденовирусных генов. Для эффективной транс¬ 
крипции Е2А , Е2В, ЕЗ и Е4 необходим активный транскрипт 
Е1А [171] или, как обсуждается ниже, манипуляции с клетками, 
позволяющие обойти функцию Е1А [210]. Регулирующую функ¬ 
цию Е1А активно исследовали и выделили много мутантов по 
области Е1А/Е1В [111, 142, 268]. Удалось показать, что продукт 
гена Е1А имеет структуру, сходную с онкогенными полипептида¬ 
ми туе и myb [242]. 

/-Цепь, считываемая справа налево, кодирует Е4 (от 96,8 до 

91.3 ед. карты), Е2А (от 67,9 до 61,5 ед. карты) и Е2В (от 29 до 
14,2 ед. карты). Е2А кодирует ДНК-связывающий белок, суще¬ 
ственный не только для репликации, но и для модуляции транс¬ 
крипции, особенно области Е4 [НО, 212]. Промотор мРНК Е2А 
изменяется при переходе от ранней фазы инфекции к поздней 
и может начинаться со столь отдаленных позиций, как 87 или 
99 ед. карты. Транскрипты Е2В и Е2А имеют общие лидерные 
последовательности и экспрессируются координированно, но ко¬ 
личество первого примерно в 100 раз меньше, чем второго [77, 
283]. Из-за малых количеств мРНК Е2В этот очень важный уча¬ 
сток, кодирующий 140К-ДНК-полимеразу (от 22,8 до 14,2 ед. 
карты) [1, 85, 177] и 80К-предшественник концевого белка (от 
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28,4 до 23,2 ед. карты), долго не удавалось обнаружить [274]. 
Продукты генов Е2А и Е2В и их функции будут подробно обсуж¬ 
даться в разделе «Синтез ДНК аденовирусов in vitro». 


Промоторы, кэп-структуры, сплайсинг, 
присоединение polyJAJ 

Ранние и поздние аденовирусные мРНК синтезирует клеточ¬ 
ная РНК-полимераза II. Количество ранних мРНК определяет¬ 
ся рядом факторов, причем изменение множественности зара¬ 
жения от 1 до 100 БОЕ/клетка оказывает на синтез ранней мРНК 
значительно меньшее влияние, чем на синтез вирусной ДНК [17, 
78]. Роль хозяйской РНК-полимеразы II в синтезе аденовирус¬ 
ных мРНК была доказана в экспериментах с а-аманитином — 
специфическим ингибитором данного фермента [240]. Недавно 
ее основная роль была подтверждена в опытах in vitro [193, 326]. 

Наиболее существенной для эффективной транскрипции Е1А 
является последовательность от —28 до —38 ед. карты выше 
сайта кэпирования Е1А [222, 223]. Эта область содержит после¬ 
довательность ТАТТТАТА, сходную с последовательностью 
Гольдберга — Хогнесса. Делеции в ней уменьшают уровень син¬ 
теза мРНК Е1А в 5—10 раз. Основной сайт кэпирования Е1А 
расположен у нуклеотида 498, который находится на 31 нуклео¬ 
тид ниже ТАТА-последовательности [11]. В случае делеции в сай¬ 
те ТАТА возможно использование других сайтов кэпирования. 
Например, нуклеотиды, расположенные на 230, 185 и 165 нуклео¬ 
тидов выше, чем основной сайт кэпирования, могут служить аль¬ 
тернативными, но менее эффективными сайтами кэпирования 
[221]. После начала репликации ДНК обнаруживаются и другие 
минорные сайты кэпирования мРНК Е1А, которые не функцио¬ 
нируют в присутствии цитозинарабинозида — ингибитора синте¬ 
за ДНК. Последовательность кэпа Е1А m 7 Gppp (m 6 )A m C (m) 
UCUUGp отличается от последовательности кэпа Е1В , и не ис¬ 
ключено, что для каждой ранней мРНК существует своя после¬ 
довательность [116]. Обозначение (т) указывает на частичное 
метилирование. 

В настоящее время обнаружено восемь различных кэпов. 
Среди них один для области Е4 — необычный, начинающийся 
с U m , т. е. с пирим,идина вместо пурина [115]. Первый кодон ATG 
гена Е1А расположен в позиции 62—64 по отношению к сайту 
кэпирования, а потенциальный сайт связывания рибосом — между 
нуклеотидами 22 и 32. Недавние эксперименты с использованием 
вириона с точечной мутацией на З'-конце мРНК в сайте нормаль¬ 
ного расщепления и полиаденилирования Е1А позволяют пред¬ 
положить, что процессы расщепления и полиаденилирования 
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разобщены [204а]. Если U в олигонуклеотиде AAUAAA превра¬ 
щали в G, то расщепление в положении 1630 уменьшалось более 
чем в 10 раз, что приводило к сквозному считыванию Е1В . Все 
молекулы, которые были расщеплены, были полиаденилирова- 
ны. Однако мутант, у которого расщепление произошло в поло¬ 
жении 1605, не был полиаденилирован, но был сплайсирован. 
Таким образом, полиаденилирование не обязательно для сплай¬ 
синга. Эти результаты, полученные в опытах с использованием 
мутантов, приводят к тем же заключениям, что и результаты^ 
полученные с применением кордицепина — аналога аденозина. 
Транскрипты, лишенные poly(A), в цитоплазме отсутствуют, что, 
вероятно, обусловлено блокированием их транспорта. Нельзя 
также полностью исключить предположение, что они достигают 
цитоплазмы, но затем очень быстро гидролизуются. 


Регуляция экспрессии ранних 
генов аденовирусов 

Сложный процесс регуляции экспрессии ранних генов аде- 
новирусов активно изучается во многих лабораториях. Согласна 
современным представлениям, он включает несколько стадий, 
центральной из которых является экспрессия Е1А. Участок Е1А У 
который также называют предранним, регулирует накопление 
мРНК Е1В, Е2, ЕЗ и Е4, но мРНК Е1А— не первый вирусный 
транскрипт, появляющийся в зараженных клетках. Многие опи¬ 
санные ниже исследования были проведены с использованием 
ингибиторов синтеза ДНК или белков. Применение этих ингиби¬ 
торов открывает широкие возможности в изучении экспрессию 
вирусных генов. 

Известно, что при добавлении к клеткам, зараженным аде¬ 
новирусом, циклогексимида увеличивается включение радиоак¬ 
тивной метки в ранние РНК, причем показано, что радиоактив¬ 
ность действительно отражает увеличение количества специфи¬ 
ческих мРНК [52]. Влияние, оказываемое циклогексимидом на 
синтез ранних мРНК, позволяет предположить, что в норме су¬ 
ществует клеточный репрессор, ингибирующий экспрессию ран¬ 
них генов [32, 65]. В процессе изучения этого белка-репрессора 
было исследовано большое число мутантов, имеющих измене¬ 
ния в области Е1А [19, 142]. При изучении этих мутантов были 
представлены убедительные доказательства того, что Е1А дей¬ 
ствительно регулирует экспрессию Е1В, Е2А, ЕЗ и Е4. Посколь¬ 
ку существовало предположение, что регуляция экспрессии 
других ранних генов происходит с помощью полипептида — про¬ 
дукта гена EJA , усиление транскрипции под действием цикло¬ 
гексимида выглядело парадоксальным. Чтобы прояснить ситуа- 
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цию, был поставлен ряд опытов. Поскольку циклогексимид 
ингибирует синтез белков не более чем на 97%, был использован 
анизомицин (100 мкМ), ингибирующий на 99,6%. При этом 
исходили из того, что остаточный уровень синтеза обеспечивает 
продукцию небольшого количества каталитического полипепти¬ 
да [171]. Оказалось, что анизомицин подавляет синтез всех из¬ 
вестных мРНК, в том числе мРНК Е1А. Тем не менее обнару¬ 
жено два новых вида мРНК — РНК для белка 13,5К, кодируе¬ 
мого участком между 17,0 и 21,5 ед. карты, и Ll -мРНК для 
позднего белка 52К—55К, кодируемого между 29 и 34 ед. карты 
(рис. 28.5) [1]. Раньше считали, что это районы исключительно 
поздних транскриптов. Транскрипты L1 содержат поздний, со¬ 
стоящий из трех частей лидер (16,4; 19,6 и 26,6 ед. карты); не¬ 
которые из них содержат еще и лидер і (от 21,5 до 23,0 ед. кар¬ 
ты) (см. ниже раздел «Поздняя транскрипция»). Эти две обла¬ 
сти, обозначенные как «непосредственно ранние», не зависят от 
функции Е1А У поскольку их обнаруживают после заражения кле¬ 
ток делеционным мутантом по Е1А dl 312. Из пяти групп позд¬ 
них транскриптов L1 расположен ближе всего к трем лидерным 
участкам. Никакие другие поздние транскрипты во время ранней 
фазы инфекции не обнаружены. При уменьшении концентрации 
анизомицина или сдвиге момента его внесения от 30 мин до за¬ 
ражения на разные сроки после него наблюдали последователь¬ 
ное появление других транскриптов. Синтез Е1А был менее по¬ 
давлен, чем синтез других транскриптов, и его обозначают как 
«предранний». Синтез «задержанных ранних» транскриптов за¬ 
висит от продуктов Е1А. Согласно данным других авторов, обла¬ 
сти Е2 и ЕЗ более чувствительны к действию анизомицина, чем 
области Е1А или Е4 {267]. Наиболее чувствительными к дейст¬ 
вию ингибиторов синтеза белка оказались гены, классифициро¬ 
ванные как «промежуточные». Два из них кодируют полипеп¬ 
тиды IX и ІѴа 2 (9,8—11,2 и 16,1—11,1 ед. карты соответственно). 
Синтез белков IX и ІѴа 2 начинается на ранней стадии инфекции 
и ускоряется на поздней. Среди непосредственно ранних генов L1 
весьма устойчив к действию анизомицина (500 мкМ), тогда как 
ген 13,5К-белка более чувствителен и при концентрации 500 мкМ 
анизомицина ингибируется. Уровни экспрессии гена L1 и других 
ранних генов на ранней стадии инфекции соизмеримы, однако 
на поздней стадии уровень экспрессии L1 значительно увеличи¬ 
вается. Обнаружение ранней экспрессии позднего гена Ы край¬ 
не удивило исследователей. Вместе с тем с помощью этого 
явления можно попытаться объяснить аномальные явления, об¬ 
наруживаемые в аденовирусных системах транскрипции in vitro. 
Эти системы (более подробно см. разд. «Поздняя транскрипция») 
работают при использовании экстрактов незараженных клеток, 
в которые добавлена РНК-полимераза II [193, 326]. Ранее счи- 
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тали, что in vivo поздние транскрипты не экспрессируются до 
тех пор, пока не накопятся некоторые продукты ранних генов. 
Поэтому ожидали, что in vitro необходимы продукты вирусных 
генов. Новые данные о том, что Ы экспрессируется как непо¬ 
средственно ранний ген, позволяют обойтись без постулирования 
таких продуктов. Поскольку поздние области L4 и L5 никогда 
не экспрессируются на ранней стадии инфекции, а минималь¬ 
ная экспрессия L2 и L3 может быть артефактом или результа¬ 
том случайного считывания, был предпринят поиск (в районе 
39 ед. карты) факторов, регулирующих терминацию или ограни¬ 
чивающих элонгацию поздних аденовирусных мРНК в ранней 
фазе инфекции. 

Представление о последовательной экспрессии ранних транс- 
криптов и ее модуляции под действием ингибиторов синтеза 
белка привело к предположению о существовании факторов,, 
позитивно и негативно влияющих на транскрипцию аденовиру¬ 
сов. Была проведена большая серия опытов, основанных на кон¬ 
цепции о существовании клеточного репрессора, который пре¬ 
пятствует транскрипции областей Е1В-Е4 [209]. Функция белка 
Е1А в этом случае заключается либо в связывании с репрессо¬ 
ром, либо в ингибировании синтеза последнего. Циклогексимид 
также может подавлять синтез репрессора. Результаты исследо¬ 
ваний с мутантами, например сП 312 с делецией в гене Е1А , со¬ 
гласуются с данной гипотезой, но не доказывают ее. Делецион- 
ные мутанты по Е1А, такие, как сП 312, могут размножаться в 
трансформированных клетках линии 293, происходящих из почек 
эмбриона человека. Геномы этих клеток содержат стабильную 
вставку левого конца генома аденовирусов и экспрессируют 
транскрипты Е1А и Е1В. При низкой множественности зараже¬ 
ния клеток HeLa мутантом dl 312 экспрессии ранних генов 
Е1А-Е4 не наблюдается. При высокой множественности зараже¬ 
ния экспрессируются области Е1В-Е4, а экспрессия гена Е1А 
остается на низком уровне, но при этом происходит нормаль¬ 
ная продукция вируса. Возможно, что при высокой множествен¬ 
ности заражения Е1А продуцирует достаточное количество функ¬ 
ционального белка, который инактивирует постулируемый кле¬ 
точный репрессор. 

Показано, что возможны и другие способы активации обла¬ 
сти Е1В-Е4 без участия функционально активного гена Е1А , на¬ 
пример при изучении клеток HeLa, зараженных одновременно 
мутантом сП 312 и /5-мутантом по непосредственно раннему гену 
вируса псевдобешенства (герпесвируса) [75]. Вирус псевдобешен¬ 
ства выбран потому, что он на ранней стадии выключает синтез 
клеточных белков, а /5-мутант вируса псевдобешенства G1 не ин¬ 
гибирует этот синтез. ДНК-связывающий белок (DBP) представ¬ 
ляет собой продукт раннего гена аденовирусов, который исполь- 
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зовали в качестве индикатора синтеза аденовирусных белков. Он 
экспрессируется при пермиссивной температуре в коинфициро- 
ванных клетках. Комплементационная функция вируса псевдо¬ 
бешенства была температурочувствительной, что и следовало 
ожидать, исходя из характера мутации Q1. Поскольку не должно 
быть гомологии между tsG 1-белком вируса псевдобешенства и 
аденовирусным белком Е1А, логично предположить, что общие 
функции связаны с хозяйским белком. Это предположение под¬ 
тверждает активация клеточных генов под действием продукта 
гена Е1А. Синтез хозяйского белка 70К индуцируется диким ти¬ 
пом аденовируса, но его не обнаруживают в клетках HeLa, за¬ 
раженных мутантом dl312. Белок 70К постоянно синтезируется 
в клетках 293, в которых экспрессия гена Е1А также постоянна. 
Индукция синтеза 70К наблюдается в клетках после теплового 
пнока (43°С) [210]. На основании полученных данных предпо¬ 
ложили, что: а) клеточный регуляторный элемент подавляется 
продуктом гена Е1А Ad2 или тепловым шоком в незараженных 
клетках или б) Е1А непосредственно активирует 70К-белок. Эти 
привлекательные представления, особенно если учесть, что уча¬ 
сток Е1А/Е1В играет важную роль в трансформации клеток, от¬ 
крывают новые экспериментальные подходы для изучения спе¬ 
цифических функций хозяина, изменяющихся в процессе транс¬ 
формации вирусами. 

Среди ранних вирусных генов выявлены и другие регулятор¬ 
ные функции. DBP -продукт гена Е2А, вероятно, подавляет ини¬ 
циацию транскрипции области Е4 через 6 ч после заражения 
аденовирусом. В отличие от того что имело место при зараже¬ 
нии диким типом, при заражении клеток HeLa при непермис¬ 
сивной температуре Н5 /5725-мутантом по DBP выключения 
транскрипции Е4 не наблюдалось [8, 212]. При этом, как обычно, 
происходило сначала усиление, а затем ослабление синтеза 
мРНК Е2А. По-видимому, в этих опытах эффектором служит 
is DBP, а не изменение уровня синтеза его мРНК. DBP регули¬ 
рует также стабильность, но не синтез Е1А и EIB -мРНК. При 
заражении Н5 tsl25 эти мРНК в 3—5 раз стабильнее при непер¬ 
миссивной температуре, чем при пермиссивной [32]. 

Синтез ДНК завершает раннюю фазу цикла репликации ви¬ 
руса. Механизм переключения с ранней на позднюю транскрип¬ 
цию до сих пор неясен. При смешанном последовательном за¬ 
ражении клеток двумя различными серотипами аденовируса, 
продукты транскрипции которых можно различить, было пока¬ 
зано, что механизм переключения представляет собой цис-функ- 
цию вирусной ДНК [298]. В отличие от первого введенного гено¬ 
ма второй не давал продукции поздних мРНК. Таким образом, 
в процессе репликации ДНК в геноме происходят некоторые 
изменения, позволяющие начать позднюю транскрипцию. Одна- 
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ко никаких изменений в метилировании, ковалентном связыва¬ 
нии концевого белка, распределении нуклеосом или перераспре¬ 
делении генома во внутриядерном пространстве не обнаружено. 
Насколько важно в этом процессе присутствие ДНК в одноцепо¬ 
чечной форме, пока неясно. 

Ранние белки 

В последние годы значительный успех в понимании функций 
ранних белков аденовирусов был достигнут благодаря примене¬ 
нию систем синтеза их ДНК in vitro и изучению трансформации 
клеток ее фрагментами. В настоящее время определены некото¬ 
рые функции трех ранних аденовирусных полипептидов, которые 
принимают участие в репликации ДНК и кодируются областями 
Е2А и Е2В [298]. Полипептиды, связанные с аденовирусной 
трансформацией, идентифицированы; они кодируются генами 
Е1А и Е1В. Однако еще мало что известно о более чем десяти 
других полипептидах, кодируемых генами Е1А, Е1В, ЕЗ и Е4. 
Для определения ранних аденовирусных полипептидов исполь¬ 
зуют электрофорез в полиакриламидном геле, гибридселектив- 
ную трансляцию, иммунологические и другие методы. 

Уже давно известно, что сыворотки хомячков, несущих опу¬ 
холи, индуцированные аденовирусами, реагируют с клетками 
культур тканей, зараженными аденовирусами [135, 238, 255, 261, 
309], причем эти клетки проявляют иммунореактивность еще 
до начала репликации вирусной ДНК [93]. Ранние антигены 
получили название Т-антигенов из-за их предполагаемой связи 
с опухолями, индуцированными аденовирусами. Показано, что 
сыворотки хомячков, несущих опухоли, осаждают большую груп¬ 
пу Т-антигенов, что отличает аденовирусы от SV40, у которого 
имеются только большой и малый Т-антигены. Домен аденови¬ 
русной ДНК, ответственный за трансформацию, локализован в 
левой части (0—12%) вирусного генома, однако в некоторых 
трансформированных клетках стабильно интегрирована значи¬ 
тельно большая часть генома [101]. Сыворотки животных, несу¬ 
щих опухоли, индуцированные такими клетками, осаждали 
ДНК-связывающий белок (DBP) [93]. DBP, продуцируемый не¬ 
которыми линиями трансформированных клеток, картируется на 
участке 62—66%, т. е. весьма далеко от трансформирующего 
участка [169]. Поскольку имеется много других ранних аденови¬ 
русных белков, следует пересмотреть обозначение аденовирусных 
Т-антигенов; Т-антигенами должны называться только продук¬ 
ты участков Е1А и Е1В. 

Некоторые ранние полипептиды идентифицированы с помо¬ 
щью 35 5-метионина, последующей иммунопреципитации сыво¬ 
ротками хомячков с опухолями, индуцированными аденовируса¬ 
ми, и определения их электрофоретической подвижности в 
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ДСН-полиакриламидном геле [112, 321]. Однако при этом труд¬ 
но различить вирусные и хозяйские белки, поскольку синтез по¬ 
следних не подавлен в ранней фазе инфекции. Эту трудность 
удалось преодолеть с помощью системы трансляции in vitro, ко¬ 
торая позволила различить вирусные и хозяйские транскрипты, 
а также картировать гены полипептидов в аденовирусном гено¬ 
ме. Отбор аденовирусных мРНК с помощью рестрикционных 
фрагментов ДНК оказался чувствительным методом картирова¬ 
ния, с помощью которого удалось идентифицировать более 15 
ранних вирусных полипептидов [112, 174]. Сравнительно нетруд¬ 
но картировать полипептид в геноме, гораздо сложнее устано¬ 
вить, какой из полипептидов, кодируемых одним участком гено¬ 
ма, наиболее важен для генетических функций, картируемых в 
этом участке (рис. 28.5). Например, выявлено много полипепти¬ 
дов с мол. массами 38—55К, гены которых картируются в Е1А У 
и три полипептида, считываемые с участка Е1В. Новые методы, 
такие, как сайт-специфический мутагенез клонированных ДНК, 
позволили вводить мутации в критические участки гена, чтобы 
определить роль каждого из полипептидов, кодируемых одним и 
тем же участком [204]. С помощью мутагенеза, направленного 
на экзон ІЗБ-мРНК, который одновременно является интроном 
12S-MPHK, стало возможным различить функции 12S- и 
ІЗБ-мРНК, гены которых перекрываются на участке Е1А. Тер¬ 
мины «интрон» и «экзон» трудно использовать для многих участ¬ 
ков аденовирусной ДНК, поскольку одни и те же участки гено¬ 
ма могут быть и интронами, и экзонами для различных мРНК, 
считываемых с одной и той же области ДНК. Другая сложность 
терминологии — это обозначение полипептидов по их молекуляр¬ 
ным массам, которые могут несколько различаться по данным 
разных лабораторий ([198]. Эта проблема обусловлена вариация¬ 
ми условий электрофореза, а также использованием разных мар¬ 
керных белков. 

Изучение функций полипептидов, кодируемых ЕЗ , осложня¬ 
ется тем, что область ЕЗ несущественна для размножения адено¬ 
вирусов в культуре ткани. Делеции в этом районе не влияют 
на репликацию вируса. Геном аденовируса может рекомбиниро¬ 
вать с фрагментами ДНК SV40 и давать стабильные недефект¬ 
ные гибриды Ad — SV40, в которых вставка ДНК SV40 располо¬ 
жена в области [170]. Однако гликопротеин 19К, кодируемый 
ЕЗ , связывается с основным комплексом гистосовместимости 
грызунов (Н2) или человека (HLA), и это позволяет проводить 
функциональный анализ в системах, где можно измерять опо¬ 
средованную Т-клетками цитотоксичность, зависящую от по¬ 
верхностных антигенов вируса [160]. Об участке Е4 информация 
скудна. Известно лишь, что делеции, устраняющие полипептид 
11К, кодируемый участком Е4, не влияют на урожай вируса [262]. 
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Область El 

Несомненно, что область Е1 является критической для аде¬ 
новирусной трансформации [101, 308]. Хотя /s -мутации в обла¬ 
стях Е2А и Е2В влияют на эффективность трансформации, вы¬ 
зываемой Е1 [97, 183, 333], для сохранения трансформированно¬ 
го фенотипа необходим только участок Е1. Для полной транс¬ 
формации нужны оба домена El ( Е1А и Е1В). До конца неясно, 
необходим ли Е1А только для включения синтеза полипептида 
Е1В или его влияние более прямое. Клетки, трансформированные 
только последовательностью Е1А У не обладают некоторыми свой¬ 
ствами полностью трансформированных клеток. Они становятся 
перевивающимися клеточными линиями, но не растут в полужид¬ 
ком агаре и синтезируют не все Т-антигены (например, не син¬ 
тезируют антигены, кодируемые Е1В). Эти частично трансформи¬ 
рованные клетки растут медленнее клеток, трансформированных 
вирусом или вирусной ДНК, содержащей и Е1А У и Е1В. Область 
Е1А,. локализованная между 1,3 и 4,5 ед. карты, кодирует in vi¬ 
vo шесть полипептидов от 38 до 51 К, которые считываются с двух 
мРНК. Два из них — кислые полипептиды 51К и 48К — синтези¬ 
руются на более длинной и более короткой мРНК соответст¬ 
венно і[249]. Полипептид 51К двух мутантов по кругу хозяев 
H5hrl и H5hr2 синтезируется в укороченной форме, 28К, тогда 
как их полипептид 48К синтезируется нормально. Это происхо¬ 
дит из-за мутации в интроне 48К-мРНК, приводящей к сдвигу 
рамки считывания в 51К-мРНК. Аналогичные результаты были 
получены при замене Т на G в третьем положении триплета в 
интроне 12S-MPHK, которая не приводила к изменениям в белке, 
кодируемом 13S-MPHK [204]. Эти точечные мутанты при зара¬ 
жении клеток с высокой множественностью (800 БОЕ/кл) дают 
нормальный урожай вируса (такой, как у вируса дикого типа). 
Как обсуждалось ранее, по-видимому, какие-то клеточные фак¬ 
торы позволяют компенсировать дефект гена Е1А [209]. 

Вирионы Adl2 и Ad5 могут трансформировать клетки куль¬ 
туры ткани, но их онкогенный потенциал для животных сильно 
различается. Недавно удалось выявить функциональные разли¬ 
чия между областями Е1А высокоонкогенного Ad 12 и неонко¬ 
генного Ad5 [20, 263]. При трансфекции изолированным 

£7Л-фрагментом Ad 12 или Ad5 в присутствии активного гена 
Е1В показано, что синтез основного полипептида гистосовмести¬ 
мости I класса (Н2 или HLA) выключает только Е1А Adl2. При 
этом Н2-мРНК не синтезируется, т. е. подавление образования 
Н2 осуществляется на уровне транскрипции. 

Участок Е1В, располагающийся между 4,6 и 11,2 ед. карты, 
кодирует три полипептида— 19К, 20К и 53К. Белки 20К и 53К 
имеют общие пептиды триптического гидролизата, но белок 
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19К уникален по этому признаку и транслируется в другой рам¬ 
ке считывания [198]. Полипептид 19К обнаруживали среди бел¬ 
ков шести линий клеток, трансформированных Ad2, в то время 
как 20К- и 53К-полипептиды не обнаруживали в некоторых из 
этих линий. Важная роль 19К-полипептида была доказана в 
экспериментах по комплементации с мутантами Ad5 по участку 
Е1В : dl313 и dl434 [155а]. Плазмида, которая содержала после¬ 
довательность левой части Е1В , кодирующую 5'-конец мРНК и 
связанную с геном тимидинкиназы HSV, компенсировала дефект 
этих мутантов в отсутствие большего полипептида Е1В. 

Большой полипептид Е1В (58К по номенклатуре Сарноу и 
соавторов) связывается с клеточным белком 54К, количество ко¬ 
торого увеличивается во многих клетках, трансформированных 
разными опухолеродными ДНК-содержащими вирусами [261]. 
Так, в клетках, трансформированных SV40, клеточный белок 
54К связывается с большим Т-антигеном SV40, что указывает на 
возможное участие 54К-белка в трансформации. Моноклональ¬ 
ные антитела против Т-антигена Ad5 Е1В-58К иммунопреципити- 
ровали клеточный 54К-белок в комплексе с 58К, но не реагиро¬ 
вали со свободным 54К. Функциональное значение клеточного* 
белка 54К пока не известно. 

Область Е2 

Е2 кодирует белок DBP, связывающийся с одноцепочечной 
ДНК, а также с концами двухцепочечной ДНК [181]. DBP син¬ 
тезируется в больших количествах в клетках, зараженных адено¬ 
вирусами. По данным электрофореза в полиакриламидном геле 
мол. масса DBP составляет 72К, однако по данным секвенирова- 
ния открытой рамки считывания участка 2А Ad2 и Ad5 его мол. 
масса составляет 58К [157, 158]. Препараты этого белка в ран¬ 
них работах содержали протеолитический фрагмент 44К, кото¬ 
рый образуется в результате ограниченного гидролиза полипеп¬ 
тида 72К химотрипсином [5, 150, 310]. Дальнейшее протеолити¬ 
ческое расщепление приводит к образованию фрагмента 34К, 
который так же, как и фрагмент 44К, представляет собой С-ко- 
нец полного DBP [84]. In vivo DBP интенсивно фосфорилирован, 
но очищенный фрагмент 34К практически не содержит фосфат¬ 
ных остатков [84, 150]. По-видимому, все фосфатные остатки 
сгруппированы на N -конце. Известны /5-мутанты ( Н5 tsl25 и 
H5tsl07) с одинаковой заменой одной аминокислоты в С-кон- 
цевом участке [159]. Мутанты H5tsl25 и H5tsl07 выделены не¬ 
зависимо, но содержат совершенно идентичный дефект в поли¬ 
пептиде. Были изолированы / 5 +-псевдоревертанты Н5 tsl07 , при¬ 
чем у ряда их независимых изолятов замены также сгруппиро¬ 
ваны на очень маленьком участке [159, 213]. DBP необходим 
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для репликации ДНК in vivo и in vitro [84, 97, 126, 144, 155, 168, 
312]. N -конец DBP не обязателен для репликации ДНК, но в 
некоторых ситуациях он необходим, так как принимает участие 
в регуляции транскрипции [5, 84, 155]. 

Область Е2В кодирует два полипептида, которые принимают 
участие в репликации ДНК [1, 85, 177, 274]. Предшественник 
концевого белка (рТР) синтезируется в виде полипептида 80К, 
который в процессе сборки вириона превращается в белок 55К, 
ковалентно связанный с ДНК [38]. Расщепление осуществляется 
23К-протеазой, кодируемой на участке 60 ед. карты вирусного 
генома [29, 322]. С помощью комплементационного анализа в 
системе синтеза ДНК in vitro недавно обнаружена аденовирус¬ 
ная ДНК-полимераза, кодируемая участком Е2В [85, 177]. Очи¬ 
щенная ДНК-полимераза вируса дикого типа комплементиро- 
вала дефект H5tsl49 (мутанта, который не способен к реплика¬ 
ции ДНК при повышенной температуре). Было показано, что 
дефект H5tsl49 картируется между 18 и 22 ед. карты. Хотя от¬ 
крытая рамка считывания аденовирусной ДНК-полимеразы 
предсказывает белок с мол. массой — 120К (22,9—14,2 ед. кар¬ 
ты) [1], по данным электрофореза в полиакриламидном геле его 
мол. масса составляет 140К [176]. Функциональная роль поли¬ 
пептидов Е2А и Е2В подробнее обсуждается в разделе «Репли¬ 
кация ДНК аденовирусов». 

Области ЕЗ и Е4 

Область ЕЗ при размножении вируса в культуре ткани не 
имеет критического значения, однако функции его продуктов 
существенны для репликации вируса в организме хозяина (че¬ 
ловека) [160, 224]. Среди продуктов, кодируемых ЕЗ , выявлены 
полипептиды 19К, 14,5К и 14К [165]. Белок 19К — это гликопро¬ 
теин, который появляется в мембранах зараженных клеток. Со¬ 
гласно ряду данных, gpl9K взаимодействует с основными анти¬ 
генами гистосовместимости клеток грызунов и человека [228а]. 
Участок Е4 кодирует ряд полипептидов, включая белок ПК, свя¬ 
зывающийся с ядерным матриксом [262]. Этот полипептид имму¬ 
нологически одинаков во всех группах аденовирусов — от А до Е 
и является единственным примером столь консервативного бел¬ 
ка среди всех известных ранних белков аденовирусов. Мутанты 
со сдвигом рамки считывания не образуют иммунологически 
распознаваемый белок ПК, однако они нормально размножа¬ 
ются в клетках HeLa и фибробластах W138 человека. 

Репликация ДНК аденовирусов 

Репликацию ДНК аденовирусов активно изучали in vivo и 
in vitro. Успешному изучению способствовал ряд особенностей 
самой ДНК и ее репликации. Во-первых, при репликации адено- 
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вирусной ДНК в клеточном ядре синтез хозяйской ДНК подав¬ 
ляется более чем на 90% [123, 236], вследствие чего большая 
часть радиоактивных предшественников включается в вирусную 
ДНК. Во-вторых, размер ДНК большинства серотипов состав¬ 
ляет примерно 36 kb, а мол. масса 23* ІО 6 , поэтому с ней легко 
манипулировать, не вызывая значительных повреждений [106]. 
В-третьих, удалось создать несколько систем для репликации 
аденовирусной ДНК in vitro [4, 143, 147], включая такую, в ко¬ 
торой могут происходить инициация и элонгация синтеза на 
экзогенных вирусных матрицах [37]. С помощью этих систем 
удалось очистить и охарактеризовать три продукта вирусных ге¬ 
нов и несколько клеточных полипептидов, необходимых для син¬ 
теза аденовирусной ДНК. В-четвертых, был получен хороший 
/5-мутант ( H5tsl25 ), ДНК-фенотип которого проявлялся в опы¬ 
тах in vitro и мутантный генный продукт которого использовали 
для контроля точности репликации ДНК in vitro [126, 144, 168, 
310, 313]. Среди всех эукариотических хромосомных и вирусных 
ДНК аденовирусная ДНК уникальна в том смысле, что ее реп¬ 
ликация может инициироваться in vitro. 


Структура аденовирусной ДНК 
и промежуточных продуктов репликации 

Аденовирусная ДНК представляет собой линейную двухцепо¬ 
чечную молекулу с инвертированной концевой избыточностью 
примерно в 100 Ьр для большинства исследованных серотипов [7, 
27а, 90, 337]. ДНК, выделенная из вирионов, содержит на каж¬ 
дом Б'-конце по одной молекуле ковалентно связанного конце¬ 
вого 55К-белка (концевого белка, ТР) [246, 250]. Концевые ин¬ 
вертированные избыточные последовательности позволяют каж¬ 
дой цепи ДНК образовывать кольцевые структуры, напоминаю¬ 
щие «сковороду с ручкой», причем двухцепочечная «ручка» точно 
повторяет концы исходных двухцепочечных молекул [90, 337] 
(рис. 28.7). Данные о промежуточных продуктах репликации 
были получены в исследованиях на культуре клеток. Реплика¬ 
ция полуконсервативна [128, 228, 311]. Реплицирующиеся моле¬ 
кулы седиментируют быстрее, чем родительские дуплексы [14, 
30, 311]. Однако при денатурации реплицирующихся молекул 
образуются цепи различной длины вплоть до полноразмерных 
[123, 307]. Эти данные исключают возможность ковалентного 
связывания нуклеотидов с родительской молекулой. В более 
ранних исследованиях не было показано накопление метки во 
фрагментах Оказаки, что дало основания предложить механизм 
непрерывной элонгации обеих растущих цепей [123]. Несмотря 
на непрекращающиеся споры относительно существования фраг¬ 
ментов Оказаки [318, 335], сегодня ясно, что наращивание до- 
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Репликация типа И 


Рис. 28.7. Модель репликации ДНК аденовирусов. Начало репликации адено¬ 
вирусной ДНК с любого из концов двухцепочечной молекулы, вытеснение од¬ 
ной из родительских цепей и последующая репликация вытесненной цепи опи¬ 
саны в тексте. Репликация типа I относится к синтезу на двухцепочечной мат¬ 
рице, а типа II — к синтезу на одноцепочечной матрице. (С разрешения из 
[163] © 1977 МІТ.) 

черней цепи аденовирусной ДНК происходит непрерывно в на¬ 
правлении 5'—^ 3' [227]. Обнаруженные «фрагменты Оказаки», 
вероятно, были артефактом, вызванным частичным торможе¬ 
нием синтеза в неблагоприятных условиях опыта [335]. 

На основании данных о том, что промежуточные продукты 
репликации аденовирусной ДНК содержат длинные одноцепочеч¬ 
ные ДНК, можно предположить следующий механизм роста 
цепи: одна из родительских цепей реплицируется, а вторая за¬ 
мещается продвигающейся репликативной вилкой [287, 288] 
(рис. 28.7). В ранних экспериментах наблюдали не поддавав¬ 
шееся интерпретации преимущество правого конца генома для 
начала репликации. В дальнейшем, однако, было показано, что 
участки, ответственные за начало и терминацию репликации, 
присутствуют на обоих концах молекулы [125, 163, 286, 328]. Ана¬ 
лиз полностью реплицированных молекул после короткой инку¬ 
бации с 3 Н-тимидином показал, что наибольшее количество мет¬ 
ки содержится в рестрикционных фрагментах на обоих концах 
ДНК. Наиболее простая интерпретация этих данных состоит 
в том, что должна существовать внутренняя точка начала репли- 
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кации, от которой происходит рост цепи в обоих направлениях. 
Для реализации такой схемы необходимы фрагменты Оказаки, 
по крайней мере для синтеза «отстающей» цепи. Это объясне¬ 
ние, однако, противоречит опытам с ДНК гибрида Ad-SV40— 
— Ad2 + NDj [124]. В гибридной молекуле вставка SV40 распо¬ 
лагается возле правого конца. Кинетика включения метки в по¬ 
следовательности SV40, которые можно было выделить гибриди¬ 
зацией ДНК—ДНК, указывала на то, что оба конца молекулы 
могут служить точками начала и окончания репликации ДНК. 
Это предположение подтвердили биохимические электронно¬ 
микроскопические исследования [125, 163, 286, 328]. Анализируя 
кинетику накопления радиоактивной метки на разделенных це¬ 
пях, удалось выявить градиент радиоактивности от 3'- к 5'-кон- 
цу. Поскольку цепи ДНК антипараллельны, на одной цепи вклю¬ 
чение радиоактивности уменьшалось справа налево, а на дру¬ 
гой — слева направо. В результате этих исследований стало ясно, 
что начало репликации ДНК аденовирусов происходит непо¬ 
средственно на концах ДНК либо очень близко от них. Оконча¬ 
тельные доказательства того, что репликация аденовирусной 
ДНК начинается на концах молекулы, получены при использо¬ 
вании систем репликации in vitro [175]. 

Лечнер и Келли [163] представили электронные микрофото¬ 
графии реплицирующихся молекул ДНК и предложили модель 
репликации, объясняющую полученные ранее биохимические дан¬ 
ные. Они отнесли к типу I молекулы, у которых репликация на¬ 
чинается на одной цепи и продвигается по дуплексу, а реплика¬ 
цией типа II назвали рост дочерней цепи на матрице одноцепо¬ 
чечной ДНК (рис. 28.7). В случае реинициации до завершения 
предыдущего цикла репликации образуются более сложные мо¬ 
лекулы [163]. Хотя репликация типа I может начинаться на 
любом конце молекулы, отмечено, что первый цикл репликации 
способствует реинициации на том же конце молекулы (рис. 28.8). 
Это наблюдение было подтверждено в системе репликации 
in vitro, где завершался синтез молекул, инициированных in vivo 
в клетках HeLa [131]. Выбор конца молекулы для первого цик¬ 
ла репликации, по-видимому, случаен, а причины предпочтитель¬ 
ной реинициации на том же конце молекулы пока не выяснены. 

Во время активной репликации аденовирусной ДНК в клет¬ 
ках подавление белкового синтеза циклогексимидом практиче¬ 
ски не влияет на инициацию и элонгацию новых вирусных це¬ 
пей [128]. Эти данные позволяют предположить, что инициация 
синтеза новых молекул аденовирусной ДНК уникальны, а ком¬ 
поненты механизма ее репликации стабильны. Благодаря этому 
при изучении аденовирусов можно успешно применять систему 
репликации in vitro [37, 143, 147], тогда как синтез всех других 
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Рис. 28.8. Электронные микрофотографии реплицирующейся ДНК Ad2. 
А. ДНК, реплицирующаяся по типу I с двумя одноцепочечными молекулами, 
вытесняемыми при репликации. Обе вилки движутся с одного конца, что опре¬ 
делено по длине одноцепочечных ветвей. Б. ДНК Ad2, содержащая частично 
дуплицированную цепь, реплицирующуюся по типу II. В. Молекула, реплици¬ 
рующаяся по комбинированному механизму типа I и II, содержит пять сай¬ 
тов репликации. Сайт репликации справа расположен в точке соединения двух¬ 
цепочечной и одноцепочечной структур (репликация типа II). Остальные четы¬ 
ре сайта реплицируются по типу I с вытесняемыми одноцепочечными ветвями. 
На всех пяти сайтах репликация началась с одного конца и все растущие 
цепи движутся в одном и том же направлении (указано стрелками). Незначи¬ 
тельная миграция ветвей (смещение цепи) происходит у основания каждой из 
репликационных вилок, что обнаружено по появлению «усов». (С разрешения 
из [131].) 


вирусных и клеточных ДНК нуждается в постоянном синтезе 
белков. 

Возникает вопрос, каким образом происходит инициация ре¬ 
пликации на линейной молекуле, не образующей конкатеме- 
ров [123] и циркулярно не пермутированной [63]. В случае 
РНК-затравки существует проблема достройки Б'-конца после 
удаления затравки. Если допустить, что затравкой для синтеза 
дочерней цепи служит «шпилька», как у парвовирусов, то для 
ее образования необходимо присутствие комплементарных по¬ 
следовательностей на З'-конце. Однако такие последовательно¬ 
сти на концах аденовирусной ДНК не обнаружены [278]. Для 
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Рис. 28.9. Модель инициации синтеза ДНК аденовирусов с участием белковой 
затравки. Модель, впервые описанная Рекошем и соавторами [246], обсужда¬ 
ется в тексте. 


решения проблемы инициации Рекош и соавторы ,[246] предло¬ 
жили модель белковой затравки. Согласно этой модели, кова¬ 
лентное присоединение первого dXTP происходит к концевому 
белку (рис. 28.9). Тот факт, что растущие цепи ДНК ковалентно 
связаны с белком, подтверждает эту модель. Однако при ана¬ 
лизе зараженных клеток не удалось выяснить, когда присоеди¬ 
няется концевой белок — в начале или в процессе роста цепи 
[279, 280]. Окончательные доказательства справедливости мо¬ 
дели белковой затравки получены при использовании систем 
синтеза ДНК in vitro [175]. 
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Синтез ДНК аденовирусов in vitro 

Известны три основных типа систем для изучения реплика¬ 
ции аденовирусной ДНК in vitro. Сначала успех был достигнут 
в системе целых ядер, выделенных из клеток, зараженных аде¬ 
новирусами [289, 311]. Такие ядра проницаемы для меченых 
дезоксирибонуклеотидфосфатов. В изолированных ядрах элонга¬ 
ция цепей аденовирусной ДНК происходит по полуконсерватив¬ 
ному механизму, однако, поскольку в интактных ядрах сохраня¬ 
лись все клеточные ДНК, полученная информация мало чем 
отличалась от того, что уже было известно из опытов с заражен¬ 
ными клетками. 

Дальнейшим этапом было выделение ядер из клеток, зара¬ 
женных аденовирусами, с последующей частичной солюбилиза¬ 
цией аппарата репликации. На основании данных о том, что в 
присутствии саркозила и ионов магния аденовирусную ДНК 
можно выделить в связи с ядерными мембранами, была создана 
система репликации аденовирусной ДНК in vitro. В этой систе¬ 
ме использовали изолированные ядерные мембраны [228, 272, 
339], и в ней были получены полноразмерные одноцепочечные 
молекулы вирусной ДНК. Матрицей служила эндогенная ДНК, 
инициация синтеза на которой уже произошла in vivo в составе 
ядерного мембранного комплекса (зона М в градиенте сахаро¬ 
зы). В системе присутствовали ДНК-полимеразы а и у, 3'-> 
-> Б'-экзонуклеаза, кодируемый вирусом ДНК-связывающий бе¬ 
лок, вирусный белок ПК, РНК-полимеразы II и III [247], а также 
хозяйская ДНК. С помощью подобных систем, так же как и в 
первом случае системы изолированных ядер, не удалось полу¬ 
чить новой информации для понимания механизма репликации 
ДНК аденовирусов [317]. Остался нерешенным вопрос о том, яв¬ 
ляется ли связывание репликативного комплекса с ядерными 
мембранами артефактом выделения или действительно отражает 
функциональную ассоциацию in vivo. Когда зараженные ядра 
после короткой инкубации с 3 Н-тимидином рассматривали в 
электронном микроскопе, радиоактивные зерна были случайным 
образом распределены по всему ядру [194, 273]. Эти данные были 
интерпретированы как опровергающие ассоциацию вирусной 
ДНК с ядерными мембранами при репликации. Итак, значение 
ассоциации промежуточных продуктов репликации аденовирус¬ 
ной ДНК с ядерными мембранами остается неясным, так же как 
и факт обнаружения, реплицирующихся молекул в зоне М [317]. 

Следующим шагом в развитии систем репликации in vitro 
стали полностью растворимые свободные от клеточной ДНК 
экстракты, в которых могла реплицироваться ДНК аденовирусов 
[26, 143, 340]. В экстрактах ядер зараженных клеток, полученных 
с помощью сульфата аммония, происходила элонгация на эндо- 
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генных ДНК-матрицах, инициированных in vivo. Полноразмер¬ 
ные продукты, синтезированные in vitro, проходили те же проме¬ 
жуточные стадии, что и in vivo, и были ковалентно связаны с 
белком і[131]. По данным электронной микроскопии в процессе 
синтеза in vitro происходила элонгация молекул и I, и II типов 
[26, 131]. В растворимой системе репликации получены интерес¬ 
ные данные о DBP [126]. Так, было показано, что DBP необхо 
дим для элонгации цепей ДНК. Экстракты из клеток, заражен¬ 
ных мутантом по DBP H5tsl25, были не активны при повышен¬ 
ных температурах, но их активность восстанавливалась при до¬ 
бавлении очищенного DBP вируса дикого типа. Эти экспери¬ 
менты объяснили, почему были неудачны попытки выяснить 
причины, по которым не происходит in vivo репликация ДНК та¬ 
ких /5-мутантов: дефектны ли они на стадии инициации или на 
стадии элонгации. Было показано, что перед добавлением дезо- 
ксинуклеотидов необходима преинкубация репликативного ком¬ 
плекса H5tsl25 для инактивации ts- DBP, поскольку, если репли¬ 
кация началась, DBP стабилизируется в репликативном ком¬ 
плексе. Таким образом, в условиях in vivo запаздывание выклю¬ 
чения репликации на период, равный времени синтеза, может 
быть не результатом мутации по инициации, а результатом ста¬ 
билизации продукта /5-гена в функциональном комплексе [312]. 
Эта система репликации была использована для доказательст¬ 
ва того, что 44К-С-концевой домен DBP дикого типа может 
комплементировать функцию H5tsl25 при непермиссивных тем¬ 
пературах [5]. Однако еще предстоит доказать, что 44К-фраг- 
мент DBP действует самостоятельно при непермиссивных тем¬ 
пературах, а не вследствие внутригенной комплементации с 
N -концом дефектного DBP H5tsl25 [84]. 

Разработанные недавно системы изучения репликации, в ко¬ 
торых инициация и элонгация цепей полностью зависят от экзо¬ 
генной матрицы [37], позволили наконец провести очистку и 
функциональный анализ каждого из компонентов системы реп¬ 
ликации [84, 108, 144, 177]. Система нуждается в ДНК, ковалент¬ 
но связанной с концевым белком 55К (ДНК-белок, или ДНК-Б), 
и 0,1 М солевом экстракте ядер из зараженных клеток, репли¬ 
кация в которых остановлена на ранней стадии гидроксимоче¬ 
виной [37]. Обнаружено, что экстракты из ядер клеток, заражен¬ 
ных H5tsl25 , температурочувствительны по элонгации на матри¬ 
це ДНК-Б, и их активность зависит от добавления DBP дикого 
типа при непермиссивной температуре [144]. Показано, что по 
ряду критериев промежуточные продукты, образующиеся in vit¬ 
ro, действительно возникают в ходе реакции репликации. После 
очистки активных компонентов этой системы стало ясно, что 
ядра зараженных клеток можно заменить смесью экстракта из 
цитоплазмы зараженных клеток (Ad -цит) и экстракта из неза- 
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раженных ядер (ЯЭ) [127, 137]. Эти данные послужили основой 
для характеристики трех вирус-спедифических полипептидов из 
цитоплазмы и двух факторов из незараженных клеток. 

Дочерняя ДНК, образующаяся при репликации in vitro, так 
же как и родительская, содержит белок, ковалентно связанный 
с ее б'-концом [277]. Однако она присоединена к полипептиду 
80К, который является предшественником (рТР) концевого бел¬ 
ка 55К (ТР) [38, 39]. Существует мутант H2tsl f дефектный по 
протеазе, расщепляющей ряд вирусных полипептидов, включая 
80К-рТР [21]. С ДНК вирионов H2tsl , синтезированной при не¬ 
пермиссивной температуре, ковалентно связан не 55К-ТР, а его 
предшественник 80К-рТР. Комплекс аденовирусной ДНК с бел¬ 
ком, выделенный из мутантных вирионов, полностью активен 
in vitro; в клетках, зараженных H2tsl , при непермиссивных тем¬ 
пературах синтезируется нормальное количество аденовирусной 
ДНК [39]. Отсюда следует, что превращение рТР в ТР, которое 
обычно происходит в процессе сборки вирионов, не влияет на 
синтез ДНК. 

Очистка факторов репликации ДНК из грубого экстракта 
поставила ряд задач, которые были решены при разработке 
специфических методов анализа отдельных стадий процесса 
репликации. Например, возникла необходимость отличить вклю¬ 
чение радиоактивных предшественников в ходе репликации от 
неспецифических репаративных синтезов, что особенно важно 
на ранних стадиях очистки. В грубых экстрактах из ядер неза¬ 
раженных клеток в присутствии комплекса ДНК-Б наблюдается 
активный репаративный синтез, но репликация в них отсутст¬ 
вует. Был разработан метод, позволяющий быстро определять 
специфическую репликативную активность во фракциях с колон¬ 
ки [127]. ДНК-Б гидролизовали ферментами рестрикции и полу¬ 
ченные фрагменты добавляли в реакцию репликации. Специфи¬ 
ческий синтез должен происходить только на концевых фраг¬ 
ментах. Продукты репликации обрабатывали протеазой и в ага¬ 
розном геле анализировали продукты специфического синтеза 
на концевых фрагментах. Этот метод, в котором измеряют од¬ 
новременно и инициацию, и элонгацию, позволил установить, 
что концевые фрагменты участвуют по крайней мере в двух цик¬ 
лах репликации in vitro [127]. 

С помощью последовательной очистки факторов, участвую¬ 
щих в элонгации, было убедительно доказано, что для реплика¬ 
ции необходимы три продукта вирусных генов. Один из них, 
DBP, необходим для элонгации как в системах, зависящих от 
экзогенной матрицы, так и в системах, в которых используются 
аммонийсульфатные экстракты ядер [144]. Это показано с по¬ 
мощью мутантов по DBP ( H5tsl25 и H5tsl07 ) и при удалении 
DBP из реакционной смеси для репликации [40, 67, 84, 137]. При 
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добавлении очищенного H5tsl07-D ВР в систему репликации, пол¬ 
ностью зависящую от экзогенного DBP, репликативная актив¬ 
ность при непермиссивной температуре не восстанавливалась, но 
при пермиссивной восстанавливалась. Вместе с тем DBP дикого 
типа был активен при обеих температурах. Функциональные 
домены DBP картировали с помощью частичного гидролиза 
трипсином и химотрипсином очищенного белка, высокомеченного 
in vivo 32 Р-ортофоефатом. С-Концевой химотриптический поли¬ 
пептид 34К полностью комплементировал функцию элонгации 
аденовирусной ДНК [84]. Он не содержал 32 Р в отличие от интен¬ 
сивно меченного N -конца, что доказывает, что фосфорилирова¬ 
ние DBP не имеет функционального значения для синтеза ДНК. 
Связывание 34К-фрагментом H5tsl07 и H5tsl25 одноцепочечной 
ДНК температурочувствительно при температурах выше 33 °С 
в условиях, используемых для реакции репликации in vitro 
(20 мМ NaCl). В то же время связывание интактного DBP 
H5tsl07 не блокируется даже при 45°С; это указывает на то, 
что несущественный для функции DBP N -конец может влиять 
на конфигурацию и вследствие этого на связывание С-конца 
[156]. Следовательно, связывание DBP необходимо, но не доста¬ 
точно для комплементации синтеза ДНК, зависящего от экзо¬ 
генного DBP. Еще одно подтверждение этому получено в опы¬ 
тах с гетерологичным DBP из Е. соіі , который связывался с аде¬ 
новирусной ДНК, но функционально не замещал DBP аденови¬ 
руса [5, 137]. Хотя мутанты H5tsl07 и H5tsl25 получены неза¬ 
висимо, они несут одинаковую замену в положении 413 (пролин 
на серин) [159]. Это позволяет предположить существование пред¬ 
почтительных сайтов для отбора жизнеспособных ^-мутантов 
по DBP. 

Выделены и охарактеризованы два других вирусных продук¬ 
та— 80К-рТР и 140К-ДНК-полимераза (ДНК-пол) [176]. Перво¬ 
начально эти белки выделяли в виде комплекса, но их удалось 
разделить центрифугированием в градиенте глицерола, содер¬ 
жащем 1,8 М мочевину. Аденовирусная ДНК-полимераза отли¬ 
чается от клеточных полимераз а, р и у не только ассоциацией 
с рТР, но и тем, что она не способна выполнять функциональную 
роль клеточных полимераз. Недавно с помощью ДНК"-мутанта 
H5tsl49 , дефект которого картируется в гене N (18—22 ед. кар¬ 
ты), было проведено подробное изучение аденовирусной ДНК-по- 
лимеразы [85, 177, 305, 332]. Было показано, что добавление 
ДНК-полимеразы дикого типа, свободной от рТР, комплементи- 
рует H5tsl49 [85, 177]. Эти наблюдения позволяют предположить 
с высокой степенью вероятности, что ДНК-полимераза кодиру¬ 
ется вирусом и картируется в генном локусе N. Последние ре¬ 
зультаты по секвенированию указывают на существование от¬ 
крытой рамки считывания между 22,7 и 14,3 ед. карты для 
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Ad2 [1,94] и для Ad7 [66а], которая может служить кодирующей 
областью для полипептида 120К — кандидата на роль кодируе¬ 
мой вирусом ДНК-полимеразы. 

Исследование в системе in vitro показали, что рТР служит 
затравкой для репликации ДНК [175]. Сначала к смеси неочи¬ 
щенного экстракта ядер незараженных клеток, цитоплазмати¬ 
ческого экстракта зараженных клеток и ДНК-Б добавляли 
32 P-dCTP в отсутствие трех других dXTP. Это приводило к об¬ 
разованию меченого комплекса 80К— dCMP, который обнаружи¬ 
вали методом электрофореза белков в ДСН-полиакриламидном 
геле. При дальнейшей очистке экстрактов было показано, что 
для образования комплекса 80K-dCMP необходимы рТР, 
ДНК-полимераза и ДНК -BAd, но не DBP і[137]. Эксперименты 
с экстрактами из клеток, зараженных /s -мутантами по DBP, под¬ 
твердили эти биохимические данные [40, 84]. Кодируемый виру¬ 
сом DBP не обязателен для инициации новой цепи в присутст¬ 
вии экстракта из ядер незараженных клеток. Поскольку первый 
dGMP является двадцать шестым нуклеотидом от каждого кон¬ 
ца, представлялось возможным удлинить 80К— dCMP до двад¬ 
цатишестичленного нуклеотидного фрагмента добавлением dATP, 
dTTP и в качестве терминатора цепи ddGTP [175]. В ДСН-поли¬ 
акриламидном геле подвижность рТР, соединенного с фрагмен¬ 
том из 26 нуклеотидов, соответствовала молекуле 88К, что удоб¬ 
но использовать в качестве теста для ранней элонгации. Ранняя 
элонгация частично стимулируется аденовирусным DBP [85, 86]. 
рТР — продукт вирусного генома, поскольку он транслируется 
in vitro с мРНК, отобранной с помощью фрагмента аденовирус¬ 
ной ДНК, расположенного от 11,2 до 31,5 карты. Вероятнее все¬ 
го, рТР кодирует открытая рамка от 28,9 до 23,5 ед. карты [66а, 
94, 274]. 

Из ядер незараженных клеток HeLa были выделены факто¬ 
ры, необходимые для инициации и элонгации на ДНК-Б [108, 177, 
208]. В частности, к ним относится ядерный фактор I — полипеп¬ 
тид 47К. Для полноценного функционирования он нуждается 
в DBP. Так как вирусный DBP не обязателен для инициации 
репликации вирусной ДНК, вероятно, активность фактора I в 
неочищенных ядерных экстрактах клеток HeLa усиливается кле¬ 
точным DBP, который удаляется в процессе очистки фактора I. 
В этих условиях вирусный DBP, по-видимому, способен заме¬ 
щать DBP клеток HeLa, однако DBP Е. соіі не активен в этой 
системе. Недавно было показано, что фактор I узнает последо¬ 
вательность возле точки начала репликации аденовирусной ДНК, 
соединенной с белком, и селективно связывается с этой после¬ 
довательностью, защищая нуклеотиды 17—48 от действия 
ДНК-азы I [207]. Связывание фактора I — первый пример специ¬ 
фического взаимодействия хозяйского фактора с аденовирусной 
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ДНК. Другой ядерный белок — фактор II — необходим для 
полной элонгации аденовирусного комплекса ДНК-Б. Он состоит 
из двух полипептидов— 15К и 17К. Поскольку не удается изме¬ 
рить активность фактора II при анализе элонгации концевых 
фрагментов (фрагментов, составляющих 4 и 12% генома), скорее 
всего он требуется для сравнительно поздней стадии элонгации. 
Ни фактор I, ни фактор II не обладают ДНК-полимеразной ак¬ 
тивностью. Однако фактор II обладает активностью топоизоме- 
разы типа I, и очищенная эукариотическая топоизомераза I мо¬ 
жет замещать фактор II. Однако по размеру фактор II значи¬ 
тельно меньше, чем топоизомераза клеток HeLa, и, вероятно, 
представляет собой либо активный протеолитический фрагмент, 
либо эукариотическую топоизомеразу I нового типа [108]. 

Известно, что афидиколин — ингибитор клеточной ДНК-поли- 
меразы а — подавляет синтез аденовирусной ДНК in vitro и 
in vivo [161, 185, 237]. Синтез аденовирусной ДНК in vivo значи¬ 
тельно менее чувствителен к афидиколину, чем синтез ДНК кле¬ 
ток HeLa. Однако in vitro синтез аденовирусной ДНК подавля¬ 
ется примерно такими же его концентрациями, как и ДНК-по- 
лимераза а. На основании данных по ингибированию афидико- 
лином и неудачных попыток обнаружить вирус-специфическую 
ДНК-полимеразу полагали, что ферментом, необходимым для 
синтеза аденовирусной ДНК, может быть клеточная ДНК-поли- 
мераза а. Однако в настоящее время показано, что ДНК-поли- 
мераза а не участвует в синтезе ДНК аденовирусов. Очищенная 
аденовирусная ДНК-полимераза устойчива к действию высоких 
концентраций афидиколина. На стадию инициации — образова¬ 
ние рТР— dCMP афидиколин не действует, но на элонгацию 
ДНК-Б, даже в очищенных системах в присутствии вирусного 
DBP, рТР, ДНК-полимеразы и факторов I и II, он действует и 
при низкой концентрации (100 мМ). По-видимому, мишенью 
для афидиколина является не ДНК-полимераза, а какой-то дру¬ 
гой компонент системы. Согласно недавним сообщениям, ею 
может быть вирусный DBP. Это заключение основано на изме¬ 
нении скорости подавления синтеза ДНК в присутствии афици- 
колина в зависимости от повышения температуры до непермис¬ 
сивной в культуре клеток, зараженных мутантом по DBP 
H5tsl25 [79]. 

Недавно были пересмотрены представления о роли ТР на 
5'-концах родительских молекул. Известно, что протеолиз 
Ad -ДНК-Б значительно ингибирует репликацию ДНК in vitro 
[37, 144]. Однако, протеаза удаляет не все аминокислтоы с 5'-кон- 
цевого dCMP. Напротив, при гидролизе пиперидином удаляются 
все аминокислоты, и 5'-концевой нуклеотид оказывается не свя¬ 
занным с серином ТР [293]. После ренатурации денатурирован¬ 
ной пиперидином ДНК матрица восстанавливает свою функцио- 
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нальную активность, и в обычных условиях на ней идет репли¬ 
кация. Эти наблюдения на депротеинизированной ДНК позво¬ 
ляют предположить, что информацию, необходимую для реакции 
инициации, содержат сами последовательности ДНК [108, 293, 
306]. Сконструирована плазмида, pLAl, содержащая последова¬ 
тельность левого конца ДНК Ad5 [284]. Рестриктаза EcoRl ли¬ 
неаризует плазмиду pLAl слева от точки начала репликации 
аденовирусной ДНК и активирует плазмиду для репликации 



Рис. 28.10. Схема репликации аденовирусной ДНК. Предложенная модель ре¬ 
пликации ДНК представляет собой модифицированную модель «катящегося 
кольца», в которой синтез происходит одновременно с вытеснением одной це¬ 
пи. Вслед за инициацией и элонгацией в структуре I в результате вытеснения 
образуется структура II. При последующей элонгации образуется промежуточ¬ 
ный продукт репликации(III). Структура IV накапливается в отсутствие ак¬ 
тивности топоизомеразы I. Афидиколин, не влияющий на аденовирусную 
ДНК-полимеразу в системе экзогенной ДНК тимуса теленка, ингибирует ак¬ 
тивную репликацию аденовирусной ДНК и приводит к образованию цепей, 
сходных по размеру с образующимися в отсутствие топоизомеразы. При до¬ 
бавлении топоизомеразы I элонгация цепей продолжается. По-видимому, топо- 
изомераза удаляет запутанные комплексы ДНК, которые мешают движению 
«вилки». Однако неясно, почему элонгация цепи останавливается на 25% дли¬ 
ны генома. Вытеснение интактной одноцепочечной молекулы из структуры VI 
может приводить к образованию структуры «сковорода с ручкой», обозначен¬ 
ной на рисунке VII. Такие структуры в процессе репликации не наблюдали. 
Комплементарные участки (102 основания на каждом конце), благодаря кото¬ 
рым образуется структура VII, должны образовать концевую структуру, иден¬ 
тичную концам структуры I. Концевая структура содержит двухцепочечную 
последовательность для связывания ядерного фактора I, который способству¬ 
ет специфической инициации. (С разрешения из [86].) 
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этой ДНК in vitro. Неактивными матрицами были кольцевые 
pLAl, плазмида, линеаризованная по другим сайтам, и плазми¬ 
да, не содержащая аденовирусных последовательностей [108, 207, 
281]. В качестве матриц использовали также ДНК делеционных 
мутантов с частично удаленными вирус-специфическими встав¬ 
ками. Мутант, у которого была удалена последовательность аде¬ 
новирусной ДНК с 35 по 455 основание, был так же активен, 
как и исходная pLAl, а мутант с делецией от 17-го по 45-е осно¬ 
вание был неактивен [282]. 

Аденовирусы серотипов 2, 7 и 12 (группы С, В и А) содержат 
консервативные последовательности с девятого по восемнадцатое 
основание на каждом конце. Замена оснований внутри этих по¬ 
следовательностей приводит к уменьшению функциональной 
активности матрицы ,[294]. На этом основании можно предпо¬ 
ложить существование общего участка, узнаваемого при инициа¬ 
ции [7, 60, 270, 282]. Чтобы выявить участок, узнаваемый при 
инициации репликации ДНК, изучали репликацию очищенных 
матриц ДНК-Б различных серотипов в системе из ядерных экс¬ 
трактов клеток, зараженных Ad2 [282]. Аденовирусы ДНК-Б се¬ 
ротипов 4, 7, 9 и 31 проявляли некоторую матричную активность 
в экстрактах из клеток, зараженных Ad2, но обычно активность 
этих систем была меньше, чем гомологичной системы ДНК-Б 
Ad2 и экстракта ядер клеток HeLa, зараженных Ad2. Несмотря 
на то что Ad2 и Ad7 обладают меньшей гомологией на участке 
с 1-го по 9-е основание, чем Ad2 и Ad31, ДНК-Б Ad7 значитель¬ 
но более активен, чем ДНК-Б Ad31. Значение репликации депро- 
теинизированной ДНК in vitro требует дальнейшего изучения, 
но уже сейчас создается впечатление, что рТР в растущей цепи 
имеет более важное значение для репликации аденовирусной 
ДНК, чем родительский концевой белок. Возможно, что узнава¬ 
ние и инициация облегчаются благодаря специфичности или 
конфигурации цепи между 9-м и 48-м основаниями на каждом 
из концов молекулы и родительскому концевому белку. Общая 
модель инициации и элонгации аденовирусной ДНК представ¬ 
лена на рис. 28.10. 


Поздняя транскрипция 

Начало синтеза вирусной ДНК совпадает с началом позд¬ 
ней фазы инфекции; при этом картина резко меняется по срав¬ 
нению с ранней и промежуточной транскрипцией [48, 186, 265, 
297, 298]. Хотя механизм переключения с ранней фазы на позд¬ 
нюю малопонятен, ниже мы представим современные экспери¬ 
ментальные данные по этому вопросу. Во многих случаях меха¬ 
низм синтеза и процессинга транскриптов в аденовирусной и 
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эукариотической системах сходны. Новейшие данные в этой об¬ 
ласти, такие, как открытие сплайсинга, впервые получены (и 
правильно интерпретированы) на клетках, зараженных адено¬ 
вирусами [16, 48]. О процессинге известно довольно много, вклю¬ 
чая транспорт мРНК из ядра в цитоплазму. Разработаны систе¬ 
мы, в которых аденовирусная ДНК транскрибируется in vitro с 
физиологических промоторов [193, 326]. Однако в синтезе аде¬ 
новирусных мРНК in vivo и in vitro существуют значительные 
различия, которые пока не имеют объяснения. 


Механизм переключения ранней транскрипции 
на позднюю 

Механизм действия факторов, ответственных за переключе¬ 
ние транскрипции с ранней фазы на позднюю, изучен еще недо¬ 
статочно. Недавно получены экспериментальные данные, ука¬ 
зывающие на то, что некоторые из этих факторов действуют по 
цис-механизму [298]. Клетки последовательно заражали двумя 
родственными аденовирусами группы С, продукты трансляции 
и полипептиды которых можно различить. В эксперименте ста¬ 
вилась задача определить, могут ли экспрессироваться поздние 
гены с нереплицирующейся ДНК (Ad2+NDldp2) суперинфици- 
рующего вируса при заражении клеток, в которых уже проис¬ 
ходит поздняя вирусная транскрипция на первично введенном 
вирусе (Ad5tsl25 ) . Было показано, что в условиях эксперимента 
поздняя транскрипция ДНК Ad2+NDldp2 отсутствовала. Како¬ 
ва природа цис-действующих факторов регуляции транскрипции, 
неизвестно; не исключено, что таким фактором является какое- 
то свойство самой вирусной ДНК. Показано, что регуляция не 
связана с метилированием ДНК [315]. В одном из объяснений 
предполагали существенную роль в регуляции замены концевого 
белка 55К введенного вируса на 80К-предшественник в растущей 
цепи, в другом — протяженного одноцепочечного участка ДНК, 
что кажется маловероятным, так как транскрипция происходит 
на ds -матрице [25, 33]. К тому же поздняя транскрипция продол¬ 
жается в клетках даже после того, как ингибиторами (или сдви¬ 
гом температуры в случае /5-мутантов) прерывается уже начав¬ 
шийся синтез ДНК [298]. Предполагали также нуклеосомные 
различия [295] и пространственное разделение ДНК-матриц, но 
ни одна из гипотез не была проверена. 

Анализ полисом через 18 ч после заражения Ad2 показал, 
что практически все мРНК были вирус-специфическими [15, 186]. 
Уровень накопления вирусных транскриптов в 10 раз превышал 
уровень, характерный для ранней фазы. Хотя транскрипция хо¬ 
зяйских последовательностей в ядре продолжалась, в цитоплаз¬ 
му переносилась лишь незначительная часть транскриптов [15]. 
10 * 
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Точный механизм блокировки процессинга хозяйских последо¬ 
вательностей не установлен, но, по-видимому, блокировка проис¬ 
ходит после полиаденилирования. Протяженность вирусной 
транскрибируемой последовательности соответствует примерно 
50% потенциальной информации в обеих цепях (рис. 28.11). 
Транскрипты, гомологичные r -цепи, соответствуют примерно 80% 
кодирующей емкости этой цепи, в то время как транскрипты, 
гомологичные /-цепи, представляют около 20% емкости этой це¬ 
пи [107, 266]. Регуляция синтеза непосредственно ранних, пред- 
ранних (Е1А), задержанно ранних (Е1В, Е2А, Е2В, ЕЗ, Е4) и 
промежуточных (ІѴа2, IX) транскриптов в поздней фазе очень 
сложна. Количество L1 как транскрипта поздней области зна¬ 
чительно увеличивается, но он синтезируется и как один из 
непосредственно ранних транскриптов. В ранней фазе L1 может 
транслироваться с образованием полипептидов 52К и 55К [267]. 
Однако ІІІа-мРНК, входящая в ту же группу поздних транс¬ 
криптов и имеющая тот же сайт полиаденилирования, что и уча¬ 
сток, кодирующий 52—55 К-ДЮ ли пептиды, не синтезируется в ран¬ 
ней фазе инфекции [267]. Эти данные позволяют предположить, 
что регуляция осуществляется на уровне сплайсинга РНК. По¬ 
чему в ранней фазе блокирована транскрипция с других поздних 
районов, таких, как L4 и L5, неизвестно. Остается также невы¬ 
ясненным вопрос о времени транскрипции участков L2 и L3. 
Некоторые исследователи обнаруживали L2- и ЬЗ-транскрипты 
р ранней фазе, но никому не удалось обнаружить продукты 
трансляции с транскриптов L2 — L5. Е2А-мРНК и кодируемый 
ею полипептид DBP синтезируются как в ранней, так и в позд¬ 
ней фазе инфекции, однако во время поздней фазы точка ини¬ 
циации транскрипции основной лидерной последовательности 
меняется с 75 ед. карты на 72 ед. карты; минорный лидер при 
этом расположен около 87 ед. карты [27] (рис. 28.11). Транскрип¬ 
ция другой ранней области, Е4, ингибируется на поздней стадии 
аденовирусным DBP [22, 212]. Результаты, полученные в систе¬ 
ме транскрипции in vitro (см. ниже), позволяют предполагать, 
что DBP непосредственно подавляет транскрипцию с промото¬ 
ра Е4 [ПО]. Промежуточные транскрипты для полипептидов 
ІѴа2 и IX продолжают синтезироваться в поздней фазе. Оба этих 
полипептида нужны для сборки вириона [266]. 


Открытие сплайсинга молекул мРНК 

Аденовирусы послужили моделью при изучении ряда обще¬ 
биологических процессов у эукариот. Одним из наиболее значи¬ 
тельных открытий было отсутствие коллинеарности между 
мРНК и кодирующими их генами. Полученные результаты при¬ 
вели к предположению о том, что мРНК являются продуктом 
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Гексен ЮОА 

•- 1 (►.i) 

i _ t _1_. Л ifcoRl 

Рис. 28.12. Обнаружение сплайсинга на 5'-конце гексоновой мРНК Ad2„ 
Л. мРНК гексона гибридизуется не только со своей кодирующей последова¬ 
тельностью, но и с тремя короткими фрагментами в трехдольном лидере. 
Участки ДНК, не образующие дуплексов с РНК, образуют одноцепочечные 
петли, обозначенные на схеме как 1, 2 и 3. Б. Электронная микрофотография 
гибрида между одноцепочечной ДНК фрагмента 1 Eco RI и гексоновой мРНК 
и схема расположения последовательности, кодирующей гексон по отношению 
к местам расщепления рестрикционной эндонуклеазой £coRI. (С разрешения 
из [16].) 


соединения транскриптов отдельных участков генома, и внесли 
огромный вклад в понимание биогенеза эукариотических мРНК 
[16, 44а, 48]. После гибридизации мРНК гексона с кодирующим 
его фрагментом (50—60 ед. карты) было обнаружено, что 5'-кон- 
цевой участок мРНК остается неспаренным. Это побудило к 
поискам другой последовательности ДНК, которая гибридизо- 
валась бы с этим 5'-концом [16]. Как следовало из опытов с од¬ 
ноцепочечной ДНК, формирование б'-концов посредством мигра¬ 
ции ветви по двухцепочечной ДНК было исключено. При гибри¬ 
дизации мРНК гексона с г-цепью fcoRI -фрагмента (0—55 ед. 
карты) наблюдали структуру, представленную на рис. 28.12. Три 
петли одноцепочечной ДНК в положениях 16,8; 19,8 и 26,9 ед. 
карты были правильно интерпретированы как неспаренные участ¬ 
ки ДНК, чередующиеся с короткими районами гомологии меж¬ 
ду EcoRI -фрагментом ДНК и гексоновой мРНК. К аналогичному 
заключению привели независимые эксперименты, в которых 
после образования R -петель между суммарной мРНК и полно¬ 
размерной аденовирусной ДНК проводили вторую гибридизацию 
с денатурированными рестрикционными фрагментами левого 
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конца генома [48]. На электронных микрофотографиях удалось 
установить положение гексоновой мРНК и лидерных последова¬ 
тельностей в одной молекуле. Подобные эксперименты были 
повторены с мРНК других поздних структурных и неструктур¬ 
ных полипептидов. Оказалось, что и здесь лидерные последова¬ 
тельности картировались в районе 16,6; 19,6 и 26,6 ед. карты, а 
положение основной кодирующей последовательности соответ¬ 
ствовало положению на генетической карте, которое определяли 
ранее для каждого полипептида другими методами. 

Биохимическое подтверждение сплайсинга получено из мно¬ 
гих источников. На б'-іконцах смеси поздних мРНК Ad2 так же, 
как и на б'-концах очищенных мРНК белка фибриллы и поли¬ 
пептида 100К, обнаружена уникальная 11-членная последова¬ 
тельность [92, 151]. Соответствующие кодирующие последова¬ 
тельности (86,3—91,3 ед. карты для белка фибриллы; 66,1— 

78.3 ед. карты для полипептида 100К) не предохраняли 11-член¬ 
ную последовательность на б'-конце мРНК от гидролиза РНКа¬ 
зой А. Однако последовательность от 14,7 до 21 ед. карты защи¬ 
щала б'-концевую последовательность и мРНК белка фибриллы, 
и мРНК полипептида 100К [151]. В других экспериментах фраг¬ 
мент ДНК от 17 до 29,1 ед. карты гибридизовался со многими 
поздними мРНК, которые были активны в системе трансляции 
in vitro [307]. В дополнение к сайтам сплайсинга, описанным 
для «трехдольного» лидера поздних мРНК, определены многие 
другие сайты сплайсинга, представленные на рис. 28.11. Это сай¬ 
ты для каждой из пяти групп поздних генов (L1 — L5), дополни¬ 
тельная лидерная последовательность для мРНК белка фибрил¬ 
лы и точки сплайсинга на /-цепи. Ранние мРНК, считываемые 
и с г- и с /-цепей, также подвергаются сплайсингу. Не сплайси- 
рована только мРНК белка IX. Последовательности, узнаваемые 
при сплайсинге аденовирусных мРНК, в основном те же, что и 
при сплайсинге эукариотических транскриптов (GU на б'-конце 
и AG на З'-конце удаляемого фрагмента) [251, 314а]. Помимо 
сплайсинга существуют и другие механизмы соединения нуклео¬ 
тидных последовательностей. В других системах, таких, как 
биосинтез цепей иммуноглобулинов [64], обнаружены различные 
внутри- и межмолекулярные рекомбинации ДНК. Однако ясно, 
что у аденовирусов сплайсинг мРНК происходит на уровне транс¬ 
криптов. Механизм и энзимология сплайсинга малопонятны, 
но предполагают, что в этом процессе принимают участие осо¬ 
бые вирус-ассоциированные (ѴА) РНК (см. ниже) [197]. 

Синтез поздних мРНК 

Участок, кодирующий декануклеотид, содержащий 10 из 11 
•оснований на б'-концах поздних мРНК, локализован в районе 

16.4 ед. карты [92]. Этот декануклеотид, к которому б' -GTP (кэп) 
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присоединяется посттранскрипционно, расположен непосредст¬ 
венно перед первым участком сплайсинга трехдольного лидера. 
Он синтезируется РНК-полимеразой II — ферментом, синтези¬ 
рующим все аденовирусные мРНК. РНК-полимераза II и син¬ 
тез аденовирусных мРНК одинаково чувствительны к низким 
дозам а-аманитина [240, 320]. Последовательность около промо¬ 
тора может содержать структуру «стебель и петля» (stem-and- 
Іоор) [342]. Промотор располагается через 31 основание от по¬ 
следовательности ТАТАААА, однако делении в этом участке не 
запрещают транскрипцию in vivo [11]. Основания 5—13 на 
5'-конце мРНК комплементарны последовательности около 
З'-конца 18S-pPHK [342]. Функциональное значение этого факта 
еще неясно. 

Синтез поздних транскриптов начинается от 16,45 ед. карты 
и продолжается вправо до примерно 99 ед. карты [70, 82, 342]. 
Это заключение основано на экспериментах трех типов. В экспе¬ 
риментах первого типа, в которых проводили гибридизацию ре¬ 
стрикционных фрагментов правого конца генома с ядерными 
импульсно-мечеными транскриптами, обнаружили, что гомоло¬ 
гичные молекулы РНК довольно длинные [10, 324]. Но они были 
гораздо короче в случае рестрикционных фрагментов, располо¬ 
женных ближе к 16,45 ед. карты. Время введения метки было 
меньше, чем время синтеза полных транскриптов длиной 26 kb. 
Сходный вывод позволяют сделать данные по УФ-картированию 
[98]. Статистически более вероятна инактивация ультрафиолетом 
синтеза протяженных участков нуклеиновой кислоты, чем корот¬ 
ких. Чувствительность к УФ первичного транскрипта гена белка 
фибриллы, расположенного в правой части генома (86,3—91,3 ед. 
карты), оказалась значительно выше, чем можно было бы ожи¬ 
дать, исходя из длины участка, кодирующего полипептид. Дан¬ 
ные электронной микроскопии подтвердили основные выводы 
этих двух биохимических методов [202]. 

Обычно у эукариот не происходит инициации трансляции на 
внутренней последовательности мРНК. Конфигурация пяти 
групп мРНК с фиксированным З'-концом и альтернативными ко¬ 
дирующими 5'-последовательностями гарантирует, что все 
гены первоначальных транскриптов будут транслироваться 
(рис. 28.11). 

Полиаденилирование (присоединение 150—200 оснований к 
З'-концу) пяти групп поздних транскриптов существенно для 
транспорта зрелых ядерных транскриптов в цитоплазму или для 
стабилизации транскриптов в цитоплазме. Добавление аналогов 
аденозина — тойакамицина и кордицепина, подавляющих синтез 
poly (А)-последовательности, приводит к накоплению в ядре длин¬ 
ных РНК-транскриптов [200, 314]. Однако Зиви и соавторы об¬ 
наружили, что мРНК, не содержащие poly (А), тоже способны 
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выходить в цитоплазму, но оказываются короткоживущими [341]. 
Полиаденилирование около гексануклеотида AAUAAA, общего 
для З'-концов многих аденовирусных мРНК, можно эксперимен¬ 
тально разобщить от эндорибонуклеазного расщепления, проис¬ 
ходящего на концах транскриптов пяти групп поздних мРНК [82, 
204а]. Внутренний сплайсинг фрагментов лидера происходит 
после отщепления З'-конца транскрипта [211]. Механизм, соглас¬ 
но которому происходит выбор одного из пяти возможных участ¬ 
ков для расщепления, неизвестен. Оказалось, что некоторые 
первичные транскрипты нарезаются еще до завершения син¬ 
теза полноразмерной РНК. В этих случаях элонгация транскрип¬ 
тов продолжается за сайтом эндорибонуклеазного отщепления. 
Такое нарезание происходит менее чем у половины синтезируе¬ 
мых молекул, в противном случае нельзя было бы определить 
положение промоторных участков З'-концевых транскриптов 
[іо, 20а, 324]. Однако есть данные о том, что GMP не включает¬ 
ся в кэп до тех пор, пока не присоединится poly (А). 


Вирус-ассоциированные РНК 

Существуют две небольшие РНК с выраженной вторичной 
структурой, напоминающей структуру тРНК. Они синтезируются 
с r -цепи аденовирусной матрицы, начиная с 29 ед. карты [34, 35, 
196, 218]. В отличие от мРНК они синтезируются РНК-полиме- 
разой III и не кодируют полипептиды [62, 240а, 329]. Вирус-ас- 
социированная (ѴА) РНК I длиной в 155 нуклеотидов была пер¬ 
вой аденовирусной РНК, для которой определили первичную 
структуру [218]. Второй сходный продукт — ѴА-РНК II коди¬ 
руется справа от ѴА-РНК I и не обнаруживается в клетках, за¬ 
раженных Ad 12. Оказалось, что каждая из этих двух РНК имеет 
собственный сайт инициации, но обе содержат кэп 5'-pppGp [199]. 
Промоторы для РНК-полимеразы III располагаются внутри 
транскрибируемого участка между ( + 58) и ( + 68) ед. карты [80, 
108а]. Регуляция синтеза двух ѴА-РНК осуществляется коорди¬ 
нированно. Если синтез ѴА-РНК I уменьшается из-за делении, 
то синтез ѴА-РНК II при этом увеличивается. Функции ѴА-РНК 
в зараженных клетках до сих пор до конца не ясны. Получены 
данные, свидетельствующие о том, что ѴА-РНК могут присоеди¬ 
няться в местах сплайсинга к поздним мРНК и способствовать 
сплайсингу первичных транскриптов [197]. Показана ассоциация 
ѴА-РНК с белками нуклеопротеиновых комплексов (Sn РНП, 
которые узнаются La -антителами, обнаруженными в сыворотках 
больных системной волчанкой [165]). При добавлении La -анти¬ 
тел к ядрам клеток, зараженных Ad2, ингибируется сплайсинг 
ЕІА-мРНК [341]. В незараженных клетках в нуклеопротеиновом 
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комплексе, несущем антигенные детерминанты La, обнаружена 
U1-PHK |[165]. Однако U 1-РНК имеет существенную гомологию 
с последовательностями типичных сайтов сплайсинга, в то время 
как ѴА-РНК I отличается от последних [165а]. Согласно недав¬ 
но полученным данным, ѴА-РНК контролирует скорость транс¬ 
ляции поздних аденовирусных белков [296]. Делеционный му¬ 
тант по ѴА-РНК I ( dl 330 ), в котором ѴА-РНК II остается ин¬ 
тактной, продуцирует меньшие количества поздних белков. 
ѴА-РНК I не влияет на какую-либо из стадий биогенеза мРНК, 
поскольку трансляция мРНК dl 330 in vitro проходит нормаль¬ 
но. Таким образом, предполагаемая функция ѴА-РНК I как ре¬ 
гулятора сплайсинга не объясняет блокировки трансляции. 

Транскрипция аденовирусной ДНК in vitro 

Разработано несколько систем транскрипции in vitro, в кото¬ 
рых в качестве матрицы используется аденовирусная ДНК. 
Одна из них включает очищенную РНК-полимеразу II и ци¬ 
топлазматический экстракт [326]. Другая система, в которой 
используют экстракт цельных клеток HeLa, не нуждается в экзо¬ 
генной РНК-полимеразе [193]. Обе системы узнают вирусные и 
клеточные промоторы. Многие продукты транскрипции идентич¬ 
ны мРНК, синтезируемым in vivo, включая формирование кэпа 
и метилирование 5'-концов. Среди преимуществ растворимой си¬ 
стемы транскрипции следует отметить возможность очистки 
эндогенных факторов, регулирующих различные этапы биоге¬ 
неза мРНК, и использования очищенных факторов для восста¬ 
новления активной системы. Был изучен каскад взаимосвязан¬ 
ных событий, следующих за аденовирусным заражением [76]. 
В экстрактах из незараженных клеток HeLa in vitro эффектив¬ 
но узнаются шесть промоторов: Е1А (1,4 ед. карты), Е1В (4,7 ед. 
карты), белка IX (9,8 ед. карты), основной поздний (16,4 ед. кар¬ 
ты), ЕЗ (76,6 ед. карты) и Е4 (99,1 ед. карты). ТАТА-последо- 
вательности этих промоторов расположены в положениях от 
(—25) до (—31). Три транскрипта — ІѴа2 (15,9 ед. карты), Е2А 
(ранний, 75 ед. карты) и Е2А (поздний, 72 ед. карты) — не имеют 
ТАТА-последовательностей и слабо транскрибируются in vitro. 
Транскрипт Е2А (поздний, 72 ед. карты) имеет вместо ТАТА по¬ 
следовательность ТАСААА, но это полностью не объясняет низ¬ 
кий уровень транскрипции, поскольку в других случаях, когда 
она расположена вблизи промоторов других эукариотических 
мРНК, она активна. Делеция ТАТА-последовательностей не 
уменьшает уровень транскрипции in vivo, однако точки инициа¬ 
ции у мутантов с такой делецией часто сильно различаются. 
Напротив, ТАТААА-последовательность важна in vitro, и деле¬ 
ция с (—51) по ( + 5) нуклеотид по отношению к кэп-структуре 
сильно влияет на транскрипцию. Несмотря на эти различия в 
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регуляции, промоторы, активные in vitro, удивительно сходны с 
действующими in vivo. Корреляция с характером транскрипции 
in vivo выявляется в опытах с увеличением количества ДНК или 
использованием поздних экстрактов. Подобные условия харак¬ 
терны для поздней стадии инфекции; при этом усиливается 
транскрипция in vivo с основного позднего промотора и гена 
полипептида IX. Следует помнить, что in vivo основной поздний 
промотор активен и в ранней фазе инфекции и транскрибируется 
примерно с той же скоростью, как и аутентичные ранние участ¬ 
ки. Таким образом, использование экстрактов из незараженных 
клеток HeLa для поддержания поздней транскрипции аденови¬ 
русов не является нелогичным, как это кажется на первый 
взгляд. Однако действительно в поздних экстрактах присутст¬ 
вуют уникальные факторы, которые способствуют увеличению 
скорости синтеза поздних транскриптов и, вероятно, распростра¬ 
нению транскрипции за точку, соответствующую 39 ед. карты. 
При использовании в качестве матрицы для транскрипции 
in vitro сердцевины аденовирусов характер транскрипции изме¬ 
нялся, что, по-видимому, обусловлено изменениями в структуре 
ДНК, вызываемыми белками сердцевины [55]. 

Растворимый экстракт для транскрипции in vitro с помощью 
РНК-полимеразы II в настоящее время используется и для изу¬ 
чения сплайсинга транскриптов. Оказалось, что этот важный 
этап биогенеза функционально активных мРНК воспроизводит¬ 
ся in vitro [99, 225, 227а, 327]. Изучались также сходные систе¬ 
мы, в которых транскрибируется 5,5S-PHK с помощью РНК-по¬ 
лимеразы III in vitro. Этот подход обещает дать важную инфор¬ 
мацию о транскриптах, синтезируемых этой полимеразой [338]. 

Поздние полипептиды 

Изучение поздних вирусных полипептидов, максимальный 
синтез которых наблюдается через 20 ч после заражения, облег¬ 
чено тем обстоятельством, что в это время синтез клеточных 
белков подавлен [2, 130, 321]. Большинство вирусных белков, 
синтезирующихся на поздней стадии, представляют собой струк¬ 
турные белки вириона или их предшественники. Однако продол¬ 
жают синтезироваться и некоторые ранние белки. Например, 
ранний неструктурный белок DBP синтезируется и в поздней 
фазе [2, 310]. Другие неструктурные белки, такие, как белки 
100К, 50К и 39К, участвующие в различных этапах сборки, син¬ 
тезируются как поздние белки [58, 220, 230а]. 

Картирование генов поздних вирусных белков 

Первоначально структурные гены картировали с помощью 
классических методов генетической рекомбинации [333]. Прак¬ 
тически все поздние полипептиды кодируются РНК, комплемен- 
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тарной r -цепи; исключение составляют несколько транскриптов 
выше 30 ед. карты. Положение мРНК на карте генома уточняли 
биохимическими методами. мРНК выделяли гибридизацией с 
рестрикционными фрагментами аденовирусной ДНК. После 
элюции мРНК транслировали in vitro и полученные продукты 
анализировали в полиакриламидных гелях [172—174]. Модифи¬ 
кацией этого метода, позволяющей более точно картировать 
положение генов, служит остановка трансляции гибридами (ОТГ 
или HART от англ, hybrid arrested translation) [227, 248]. В ме¬ 
тоде HART также используют определенные рестрикционные 
фрагменты ДНК, но в нем не требуется очистка мРНК. Денату¬ 
рированный фрагмент двухцепочечной ДНК или одну из его це¬ 
пей отжигают со смесью мРНК, и мРНК до и после гибридиза¬ 
ции ДНК — РНК транслируют in vitro. Гомологичные мРНК 
гибридизуются е ДНК и поэтому не транслируются. Когда 
рибосома и растущая цепь в процессе элонгации наталкиваются 
на двухцепочечный гибрид ДНК — РНК, остановка трансляции 
происходит внутри полипептида. HART — очень точный и про¬ 
стой в исполнении метод, для которого не требуется очистка 
мРНК, обычно сопровождающаяся потерями материала. Поря¬ 
док трансляции полипептидов с поздних мРНК, содержащих 
трехдольный лидер 52К—55К, ПІа, III, IVa, pVII, V, рѴІ и И 
был определен с помощью метода HART. Этот метод с исполь¬ 
зованием гибридизации ДНК — РНК в значительной мере вы¬ 
теснил картирование с помощью рекомбинации между сероти¬ 
пами, основанной на различиях вирусных полипептидов разных 
серотипов [259]. 

Поскольку транскрипты имеют общие З'-концевые участки 
полиаденилирования, но различные по длине основные кодирую¬ 
щие последовательности, трансляция каждой из мРНК может 
начинаться с ближайшего к Б'-концу инициирующего кодона 
ATG. Это важно в связи с тем, что эукариотические мРНК не 
способны к внутренней инициации трансляции. Три из одиннад¬ 
цати (II—XII) структурных белков образуются из полипептидов- 
предшественников (рѴІ, рѴІІ и рѴІІІ), которые нарезаются на 
последней стадии созревания вируса [21, 182, 322]. Полипепти¬ 
ды X—XII, по-видимому, являются продуктами процессинга 
больших полипептидов, таких, как основной полипептид сердце¬ 
вины [132]. 


Сборка вирионов 

Сборка вирионов в ядре — сложный процесс, начинающийся 
со сборки одиночных полипептидов в капсомеры в цитоплазме 
[130]. Капсомер гексона представляет собой тример, состоящий 
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из трех идентичных полипептидов (II), прочно удерживаемых 
вместе без участия ковалентной пептидной или дисульфидной 
связей. Время синтеза мономеров гексона составляет 3,4 мин, 
причем сборка 80% мономеров происходит быстро: Гі/ 2 ^4 мин 
[130]. Полипептиды пентана синтезируются в течение 1,6 мин. 
Сборка капсомера из пяти полипептидов основания пентона и 
трех полипептидов фибриллы имеет двухфазную кинетику. 25% 
пентонов собирается быстро в течение 20 мин, а остальные — в 
течение 10—11 ч [130]. Сборка гексона осуществляется с помо¬ 
щью другого вирус-специфического полипептида. Представлен¬ 
ные выше результаты были получены при изучении двух /s -му¬ 
тантов— H5tsl7 и H5ts20 , у которых не происходит сборки три- 
меров гексона [179]. В детальных пептидных картах дикого типа 
и мутантов tsl7 и ts20 не выявляется каких-либо структурных 
различий между их полипептидами гексонов. tsl7 и ts20 несколь¬ 
ко отличались фенотипически от дикого типа по действию на 
сборку цианида и циклогексимида после перехода к пермиссив- 
ным условиям. На основании этих экспериментов можно пред¬ 
положить, что /s -повреждение находится в другом пептиде (или 
пептидах) и что дефектный полипептид функционирует в каче¬ 
стве «белка подложки» [179]. «Белок подложки» определяют как 
белок, необходимый в процессе образования капсомеров, но от¬ 
сутствующий в конечном продукте. Это определение подтвер¬ 
ждается тем, что и мутанты /s/7, и мутанты ts20 имеют повреж¬ 
дения в ЮОК-белке, который интенсивно связывается с мономе¬ 
ром гексона, но быстро освобождается при тримеризации [36,. 
87, 220]. Оказалось, что ЮОК-белок связывается с образующи¬ 
мися полипептидами гексона на полисомах [36]. Сборка тримеров 
гексона из мономеров и участие в ней ЮОК-белка были воспро¬ 
изведены в системе in vitro [36, 311]. С геном ЮОК-белка частич¬ 
но перекрывается ген небольшого полипептида ЗЗК, но полипеп¬ 
тид ЗЗК транслируется в другой рамке и поэтому не имеет об¬ 
щих с белком 100К олигопептидов и не участвует в сборке [219]. 
Возможна самосборка пустых капсидов из капсомеров гексона,. 
по-видимому, через образование наномеров, каждый из которых 
соответствует одной из 20 сторон вириона. При разрушении 
аденовирусов обычно обнаруживаются наномеры, но их не уда¬ 
ется выделить в качестве промежуточных продуктов сборки. 
Детали сборки пентона еще предстоит выяснить. 

Из опытов с /s -мутантами по сборке и с обратимой сшивкой 
лабильных промежуточных продуктов сборки вытекает, что сле¬ 
дующим этапом сборки является стадия капсида или «легкого 
интермедиата» [59]. Капсид с константой седиментации 600S и 
плавучей плотностью в CsCl 1,315 г/см 3 содержит полипептиды 
pVI, рѴІІІ, 50К, 39К и Ilia и, конечно, гексон [58]. Полипептиды 
рѴІ и рѴІІІ обычно ассоциированы с наномерами гексона из- 
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разрушенных вирионов, а полипептид II Іа связан с перипентон- 
ными гексенами [71]. На этой стадии присутствует IIS -фрагмент 
ДНК, ассоциированный с легким капсидом. Этот фрагмент, по- 
видимому, является интермедиатом, захваченным в процессе 
введения генома в заранее сформированный капсид. Он пред¬ 
ставлен преимущественно левым концом генома, содержащим в 
пределах первых 400 нуклеотидов последовательность узнавания 
для упаковки ДНК [109]. Субгеномный размер ДНК объясняет¬ 
ся, вероятно, разрывом частично упакованной 345-ДНК в про¬ 
цессе выделения промежуточного продукта. Расшифровка сиг¬ 
нала, который направляет упаковку с левого конца, первона¬ 
чально казалась странной, поскольку у большинства серотипов 
аденовирусов 100—150 нуклеотидов идентичны на обоих концах 
молекулы ДНК. Вопрос решили с помощью серии мутантов Ad 16, 
которые содержали редупликации последовательностей левого 
конца (от 200 до более 500 нуклеотидов) на правом конце гено¬ 
ма. Анализ этих мутантов показал, что если редуплицировано 
более 390 нуклеотидов, то инкапсидация начинается с любого 
конца, тогда как при редупликации менее 290 нуклеотидов со¬ 
хранялось преимущество инкапсидации с левого конца. Таким 
образом, создается впечатление, что сигнал узнавания должен 
быть между 290 и 390 основаниями слева. Эта последователь¬ 
ность перекрывается с некоторыми регуляторами транскрип¬ 
ции Е1А. 

Полипептиды 50К и 39К действуют как «подложки» при обра¬ 
зовании легкого капсида, поскольку они удаляются на следую¬ 
щем этапе [58]. Полипептид 50К, по-видимому, является поли¬ 
пептидом ІѴа2 и синтезируется с К цепи в обеих фазах инфекции 
[230а]. Следующий промежуточный продукт сборки седименти- 
рует так же, как бООЭ-частицы, но имеет по сравнению с ними 
большую плавучую плотность (1,37 г/см 3 ) в CsCl. Он содержит 
345-ДНК, связанную с 80К-предшественником ТР, но не содер¬ 
жит белков сердцевины. Последние добавляются на следующем 
этапе в виде полипептидов V и рѴІІ. Инкапсидация вирусной 
ДНК идет и без них. Полагали, что для нейтрализации заряда 
ДНК перед упаковкой необходимы основные ДНК-связывающие 
белки. Ранние исследования кинетики заполнения вириона раз¬ 
личными полипептидами показали, что после 30-минутной инку¬ 
бации с радиоактивной меткой она появилась сначала в белках 
сердцевины, а затем в гексоне [130]. Эти результаты согласуют¬ 
ся с представлениями о том, что внутренние полипептиды вклю¬ 
чаются в заранее собранную пустую оболочку, которая была 
синтезирована и собрана еще до 30-минутного мечения. 

Предполагают, что «голая» ДНК входит в капсид через одну 
из открытых вершин. Количество полипептидов основания пенто- 
на и фибриллы в капсиде на каждом из этапов сборки точно не 
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известно. Некоторые исследователи считают, что большинство 
из 12 вершин содержат капсомер пентона уже на ранней стадии 
формирования капсида, однако другие не обнаруживают значи¬ 
тельных количеств полипептидов основания пентона и фибрил¬ 
лы до стадии «молодого» вириона [138а]. Белок IX также появ¬ 
ляется на стадии «молодого» вириона. «Молодые» вирионы име¬ 
ют константу седиментации 750S и плавучую плотность 
1,345 г/см 3 . На последней стадии вирусного морфогенеза проис¬ 
ходит расщепление всех предшественников, и фрагменты белков 
рѴІ, рѴІІІ, рѴІІ и рТР или освобождаются, или деградируют; при 
этом частицы уплотняются и становятся недоступными для 
нуклеаз. Протеаза — это полипептид 23К, кодируемый транскрип- 
том L3. Мутант Ad2tsl при повышенных температурах дефектен 
по протеазе [21]. Протеаза локализована внутри вириона, и пока 
частица не разрушена, она не чувствительна к действию таких 
ингибиторов, как Ь-1-тозиламид-2-фенилэтилхлорметилкетон или 
фенилметансульфонилфторид. Свободная протеаза локализована 
в ядре зараженной клетки, где она прикреплена к мембранам. 
У другого мутанта — H2ts3 —блокировано расщепление рѴІІ, 
тогда как нарезание Ѵа (27К) и Vb (24К) с образованием рѴІ 
и рѴІІІ происходит нормально [323]. Молекулярные основы этого 
избирательного дефекта протеолиза неизвестны. 

По данным электронной микроскопии и «зрелые», и «моло¬ 
дые» вирионы расположены в ядре зараженной клетки. Однако, 
когда препарат готовят с помощью детергента NP40, «зрелые» 
вирионы полностью уходят из ядра в цитоплазму, а «молодые» 
вирионы остаются в ядре. Этот артефакт фракционирования 
клетки полезен при разделении «молодых» и «зрелых» вирионов. 

Сборка вирионов блокируется при недостатке аргинина [24] 
или при повышении температуры инкубации клеток, заражен¬ 
ных вирусом дикого типа [178]. В последнем случае влияние на 
синтез белков минимально, а сборка капсомеров подавляется 
значительно. При понижении температуры с 42 до 37 °С сборка 
возобновляется, и гексон, синтезированный при 42°С, собирается 
при 37°С. Природа аргининового блока неясна, но для его сня¬ 
тия необходим синтез новых белков. Сообщение о сборке вири¬ 
она in vitro из радиоактивно меченной ДНК, синтезированной 
in vivo в отсутствие аргинина, нуждается в подтверждении [336]. 


Дефектные частицы 


В процессе сборки образуется некоторое количество дефект¬ 
ных частиц, особенно много в клетках, зараженных вирусами 
группы В [Ad 3, 7 и 16], и мало в клетках, зараженных вирусами 
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группы С (Ad 2 и 5) [54]. В данном случае дефектные вирионы 
не относятся к дефектным интерферирующим (ДИ) частицам, 
как у некоторых других вирусов [54]. Молекулярный дефект этих 
частиц состоит в неполной упаковке ДНК. Капсиды могут со¬ 
держать различное количество ДНК и имеют плотность в CsCl, 
соответствующую диапазону от плотности пустых капсидов до 
плотности полноценных вирионов [54, 299]. Неполные вирусные 
ДНК обогащены последовательностями левого конца генома. 
Складывается впечатление, что это обусловлено обрывом в раз¬ 
ных точках цепи входящей ДНК (в норме для ее входа требуется 
левый участок из 390 нуклеотидов). Причины аберрантной упа¬ 
ковки аденовирусов группы В еще предстоит выяснить. Извест¬ 
но лишь, что некоторые молекулы ДНК содержат протяженные 
участки инвертированных повторов последовательностей левого 
конца; возможно, аберрантная упаковка объясняется аномаль¬ 
ным синтезом вирусной ДНК. Некоторые дефектные частицы 
способны трансформировать реципиентные клетки, поскольку 
для трансформации необходим лишь левый конец генома (0— 
12 ед. карты). 


Взаимодействие аденовирусов 
с другими вирусами 

Аденовирусы специфически взаимодействуют с некоторыми 
другими вирусами, в том числе с обезьяньим вирусом 40 (SV40) 
и адено-ассоциированными вирусами (ААВ). Некоторые сероти¬ 
пы аденовирусов первоначально выращивали в культуре ткани 
почек обезьян [114], пока не поняли, что клетки этого вида лишь 
тогда эффективны для продукции аденовирусов, когда в них 
присутствуют SV40 [241]. При попытках элиминировать SV40 
с помощью гипериммунных сывороток была обнаружена 
внутримолекулярная рекомбинация между ДНК аденови¬ 
руса и SV40; вероятно, выявлению рекомбинантов способствовал 
отбор под действием антител [134, 169а, 243]. Рекомбинантные 
ДНК упакованы в аденовирусный капсид, и таким образом по¬ 
лученный вирус защищен от антител к белкам SV40. В интегри¬ 
рованном состоянии SV40 осуществляет функции помощника, 
способствуя размножению аденовирусов в культуре клеток почек 
обезьян (СѴ1). С репродукцией аденовирусов сопряжена репли¬ 
кация дефектных парвовирусов ААѴ [139, 252]. Аденовирусы яв¬ 
ляются помощниками этих мелких вирусов, содержащих одно¬ 
цепочечную ДНК. Однако ААѴ частично подавляют репликацию 
аденовирусов, что приводит к уменьшению инфекционности по¬ 
следних. Недавно обнаружены продукты репликации аденови¬ 
русов, комплементирующие размножение ААѴ [139, 201]. 
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SV40 — вирус-помощник аденовирусов 

Блокировку репликации аденовирусов в клетках обезьян 
(СѴ1) можно снять коинфекцией SV40. В ряде исследований 
убедительно показано, что блок репликации аденовирусов в 
клетках СVI происходит на поздней стадии вирусного цикла. 
Ранние события вирусной репликации (адсорбция, проникнове¬ 
ние, синтез ранних мРНК и вирусной ДНК) в клетках СѴ1 про¬ 
текают нормально и без вируса-помощника {13, 83, 245]. Поздние 
аденовирусные мРНК в этих клетках обнаруживаются [73, 81, 
152, 187], однако некоторые из них присутствуют в меньшем ко¬ 
личестве; это особенно заметно для мРНК фибриллы (152]. 
У 15—30% молекул сплайсинг этой мРНК происходит аномаль¬ 
но [153]. Кроме того, наблюдали значительное уменьшение син¬ 
теза полипептидов гексона и основания пентона, а также белков 
Ша и 11,5К [73, 152]. Некоторые исследователи считают, что 
10—20-кратное уменьшение синтеза мРНК фибриллы и непра¬ 
вильный сплайсинг не могут иметь решающего значения для 
наблюдаемого 100-кратного уменьшения уровня синтеза вирио- 
нов и что необходимо искать другие функциональные поврежде¬ 
ния [343]. В системе трансляции in vitro изучали мРНК фибрилл, 
выделенные из клеток CV1, зараженных только аденовирусом 
(непермиссивные условия) и совместно с SV40 (пермиссивные 
условия). Сначала были получены противоречивые данные [152], 
но в настоящее время показано, что в обоих случаях количество 
полипептида фибриллы, синтезируемое in vitro, одинаково 
[3, 69]. Оказалось, что in vitro не удается воспроизвести блок 
синтеза аденовирусных полипептидов, регистрируемый в клетках 
обезьян. В отличие от исходных клеток обезьян гибридные клет¬ 
ки обезьяна — человек пермиссивны для репликации аденовиру¬ 
сов. В клетках, реконструированных из ядер (кариопластов) кле¬ 
ток человека и цитоплазмы (цитопластов) клеток обезьян, белок 
фибриллы синтезируется, тогда как при обратной комбинации 
(кариопласты обезьян и цитопласты человека) синтеза не на¬ 
блюдается. На основании этих данных можно предположить, 
что в обезьяньих клетках синтез мРНК фибриллы блокируется 
в ядре, а цитоплазма обезьяньих клеток может полностью обес¬ 
печивать трансляцию аденовирусной мРНК. 

Хотя точный механизм абортивной репликации аденовиру¬ 
сов в клетках обезьян до конца не ясен, понятно, что блок мож¬ 
но преодолеть суперинфекцией SV40. Показано, что функции 
белка-помощника осуществляет большой Т-антиген SV40[74, 148]. 
Более точно, с использованием мутантов было показано, что 
С-концевой домен Т-антигена SV40 является транс-действующим 
усиливающим фактором [74]. С помощью методов вирусной ге¬ 
нетики был обнаружен другой путь преодоления блока репли- 
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нации аденовирусов в клетках CV1. При анализе группы мутан¬ 
тов аденовирусов с увеличенной продукцией вируса в клетках 
CV1 [154] выяснилось, что мутации этих Лг-мутантов картируют¬ 
ся в N -конце DBP. Они отличаются от мутантов, несущих изме¬ 
нения в С-конце DBP, оказывающие значительное влияние на 
репликацию вируса [84, 155, 159]. Общим свойством Т-антигена 
SV40 и DBP аденовируса является их способность связываться 
с нуклеиновыми кислотами, однако если Т-антиген SV40 свя¬ 
зывается с двухцепочечными ДНК [301], то DBP предпочи¬ 
тает одноцепочечные домены. По-видимому, в их первичной 
структуре нет никакой гомологии. 

Гибридные вирусы 

При внутримолекулярной рекомбинации различные количе¬ 
ства ДНК SV40 встраиваются в аденовирусную ДНК с делеция- 
ми разной протяженности. Первыми выделили гибриды между 
Ad7 и SV40, которые оказались дефектными, поскольку делеции 
в ДНК аденовируса затронули жизненно важные участки; в свя¬ 
зи с этим для продуктивного заражения гибридом Ad7 — SV40 
необходим вирус-помощник — интактный Ad7 [13, 169а, 257]. 
Позднее были выделены рекомбинанты между Ad2 и SV40, у 
которых были значительные делеции последовательности адено¬ 
вирусной ДНК и которые также нуждались в вирусе-помощнике 
для репликации. Среди таких рекомбинантов были Ad HEY (вы¬ 
сокоурожайные) и Ad LEY (низкоурожайные). Создается впечат¬ 
ление, что рекомбинанты с SV40 могут образовывать все сероти¬ 
пы аденовирусов [148]. 

Другая группа гибридных вирионов Ad — БѴЧО-была неде¬ 
фектной (ND) при выращивании на клетках человека и не нуж¬ 
далась в интактном вирусе-помощнике [148, 170]. У гибридов 
Ad2+NDi- 5 число бляшек прямо пропорционально концентрации 
вируса. Вставки последовательностей SV40 были небольшими, 
они не включали весь геном, но всегда содержали различные по 
протяженности участки, кодирующие С-конец большого Т-анти¬ 
гена [148, 206]. Возможно, эти пять гибридов Ad2 — SV40 пред¬ 
ставляют собой результат одного акта рекомбинации и после¬ 
дующих множественных делеций и перестроек [148]. Последова¬ 
тельности SV40, содержащиеся в Ad2+ND b Ad2+ND 2 и Ad2 + ND 4 , 
оказались достаточными для поддержания оптимального роста 
вируса в клетках обезьян. На примере Аб2+ЫНі_5-рекомбинантов 
видно, что небольшой участок между 79,6 и 85,5 ед. карты аде¬ 
новируса может быть заменен без потери жизнеспособности в 
культуре ткани. Этот участок, соответствующий ранним транс¬ 
криптам ЕЗ, был назван «несущественным» для роста в куль¬ 
туре ткани, однако он может быть важным для иммунного узна- 
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вания в клетках зараженных животных, как описано выше в раз¬ 
деле «Ранние белки» [160, 224]. Вставка SV40 расположена в 
ДНК Ad2+ND 2 вслед за сильным промотором, который обеспе¬ 
чивает продукцию Т-антигена в гораздо больших количествах, 
чем при заражении интактным вирусом SV40. Поэтому в каче¬ 
стве источника Т-антигена используется именно Ad2 + ND 2 [301]. 
Известна нуклеотидная последовательность, соединяющая ДНК 
Ad и SV40; она включает в себя эндорибонуклеазный сайт 
ААТААА и сайт полиаденилирования мРНК ЕЗ справа от встав¬ 
ки ДНК SV40 [302]. 

Генетика вирусов 

Генетика аденовирусов внесла значительный вклад в наше 
понимание механизмов репликации вируса. Многие из мутан¬ 
тов уже обсуждались при описании этапов репликации, изме¬ 
няющихся в результате мутации. В этом разделе обобщена и 
расширена информация о мутантах аденовирусов. 


Получение мутантов аденовирусов 

Обычно методики, используемые для получения мутантов, 
включают классические подходы мутагенеза и отбора вариантов 
при репродукции вируса. Однако в последнее время широко 
применяется метод сайт-специфического мутагенеза, позволяю¬ 
щий с высокой точностью изменять выбранные последователь¬ 
ности и функции. Условно-летальные температурочувствительные 
мутанты аденовирусов получают в результате воздействия суб¬ 
летальных доз УФ-света, нитрозогуанидина, азотистой кислоты, 
гидроксимочевины [68, 332]. Мутанты по кругу хозяев {hr) отби¬ 
рают по ограниченному росту на клетках HeLa при нормальном 
размножении в клетках 293 [101, 111]. Как уже указывалось вы¬ 
ше, клетки 293 — это трансформированная линия клеток почки 
эмбриона человека со стабильно интегрированным участком 
аденовирусной ДНК, комплементирующим дефекты левой конце¬ 
вой части вирусного генома (0—11 ед. карты). Девять первона¬ 
чальных /ir -мутантов Ad5 были разделены на две комплемента- 
ционные группы. Мутанты группы I, мутации в которых локали¬ 
зуются в Ира І-фрагменте Е, росли только на клетках 293 и не 
росли на клетках HeLa, НЕК и хомячка. При заражении этими 
мутантами не синтезируется вирусная ДНК в клетках HeLa и 
НЕК, но ДНК этих мутантов была практически так же инфек- 
ционна в этих клетках, как и ДНК вируса дикого типа. По-ви- 
димому, мутация затрагивает функции раздевания. Поврежде¬ 
ния ДНК /ir -мутантов группы II картируются между 6 и 9,5 ед. 
карты. Эти мутанты в клетках HeLa и НЕК не синтезируют ни 
II* 
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вирусной ДНК, ни Т-антигена. Кроме того, они не трансформи¬ 
руют клетки хомячка, а их очищенная ДНК не инфекционна. 

В заранее выбранный район мутации вносят методом сайт- 
специфического мутагенеза [141]. Например, ДНК Ad5 содержит 
два сайта рестрикции EcoRI. Тремя фрагментами, образующи¬ 
мися в результате гидролиза ДНК Ad5 рестриктазой Есо RI, 
трансфицировали пермиссивные клетки. С помощью этой про¬ 
цедуры отбирали предсуществующие мутанты Ad5, в которых 
отсутствовал один из Есо RI -сайтов. В потомстве с высокой ча¬ 
стотой встречались мутанты, у которых в районе 83 ед. карты 
не было Есо RI -сайта, поскольку воссоединение двух фрагмен¬ 
тов значительно более вероятно, чем трех. Первоначально с по¬ 
мощью такого подхода были получены мутанты, содержащие 
изменения в области, несущественной для размножения аденови¬ 
руса в культуре ткани. Затем была получена группа делецион- 
ных мутантов, содержащих делении в левом конце генома — 
трансформирующей области (Е1А и Е1В). Отбор проводили по 
способности мутировавшего потомства расти в клетках ли¬ 
нии 293 (141]. Путем ступенчатого отбора удалось получить аде¬ 
новирус типа 5 только с одним сайтом для рестриктазы Xbal 
(3,85 ед. карты). После гидролиза посредством Xbal с помощью 
нуклеазы S1 вносили делении различного размера, включающие 
сайт рестрикции. Образующиеся фрагменты ДНК лигировали 
и трансфицировали ими клетки 293. Другой подход сайт-специ- 
фического мутагенеза заключался в следующем: выбранный 
участок-мишень вирусной ДНК клонировали в плазмиде и вно¬ 
сили мутации в вирусный фрагмент, встроенный в прокариоти¬ 
ческий вектор. После вырезания из плазмиды аденовирусную 
последовательность лигировали с остальной частью вирусного 
генома и получали ДНК, несущую мутацию в заранее выбранном 
месте (145]. 

Картирование мутаций аденовирусов 

Картирование случайных (спонтанных или полученных под 
действием мутагена) мутаций проводили с помощью различных 
методик. Первоначально применяли стандартное двухфакторное 
скрещивание, при котором для картирования /5-мутантов ис¬ 
пользуется частота возникновения рекомбинантов, указывающая 
на относительные положения мутаций в геноме [58, 322, 333], а 
затем и рекомбинационное картирование в сочетании с фермен¬ 
тами рестрикции. Это стало возможным благодаря тому, что 
два серотипа аденовирусов, относящиеся к одной группе 
(табл. 28.1), обычно имеют различные рестрикционные карты, 
но рекомбинируют с частотой до 20%. Границы каждого роди¬ 
тельского серотипа могут быть картированы довольно точно, если 
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два рекомбинанта имеют достаточно различающиеся рестрик¬ 
ционные карты. Такой подход неприменим для картирования 
аденовирусов, относящихся к различным группам, поскольку, как 
упоминалось выше, они не дают жизнеспособных рекомбинантов. 

Методика спасения маркера была разработана для опреде¬ 
ления границ различных генов {6, 87]. Дефекты ts- или /іг-мутан- 
та комплементируют определенным фрагментом ДНК вируса ди¬ 
кого типа. Точность этого подхода зависит от доступности под¬ 
ходящих рестрикционных эндонуклеаз и возможности разделить 
нужные фрагменты ДНК; с его помощью уже получены новые 
важные данные и уточнены первоначальные /s -карты. Так, му¬ 
тантный ген мутанта H5ts36Ad5, дефектного тіо синтезу ДНК, 
был картирован между 18,5 и 22 ед. карты; он полностью отде¬ 
лен от прилегающего домена (23—29 ед. карты), кодирующего 
белок, также необходимый для репликации ДНК (предшествен¬ 
ник концевого белка) [94, 280J. Как было описано ранее, с по¬ 
мощью группы ^-мутантов было показано, что аденовирусная 
ДНК-полимераза действительно является продуктом вирусного 
гена [85]. 

Картирование генов без мутантов 

Существуют две методики для картирования генов, не тре¬ 
бующие мутантов. Вирусную мРНК можно выделить гибриди¬ 
зацией с рестрикционным фрагментом аденовирусной ДНК и 
транслировать in vitro. Образующийся при этом полипептид 
либо закодирован в выбранном фрагменте ДНК, либо эта ДНК 
содержит лидерную последовательность, гомологичную данной 
вирусной мРНК (172—174]. 

Может быть использован и другой подход— блокировка тран¬ 
сляции гибридами (HART). Трансляция вирусных полипептидов 
in vitro может быть остановлена добавлением изолированного 
денатурированного фрагмента ДНК, гомологичного мРНК, коди¬ 
рующей полипептид [227, 248]. Образование гибридов ДНК—РНК 
блокирует трансляцию выбранной мРНК. Использование опи¬ 
санных методов и их комбинаций позволило картировать коди¬ 
рующие зоны структурных и неструктурных полипептидов аде¬ 
новирусов (рис. 28.11). 

ts -Мутанты Ad5 

Для обозначения этих мутантов принята стандартная номен¬ 
клатура, включающая указание на источник выделения (Н от hu¬ 
man), на исходный серотип аденовируса (#5), на /s -дефект 
\H5ts ) и, наконец, на номер мутанта ( H5ts36 ). Среди примерно 
100 изолированных /s -мутантов выделено 17 групп комплемента¬ 
ции [97, 333]. Многие из этих мутантов уже обсуждались. Од- 
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нако заслуживает внимания тот факт, что первоначально схема 
классификации была основана на влиянии /5-мутаций на экспрес¬ 
сию различных антигенов капсида, а не на синтез самих вирус¬ 
ных полипептидов. Многие из сывороток, использованных в этих 
исследованиях, не способны реагировать с несобранными вирус¬ 
ными полипептидами. При дальнейшем изучении этих мутантов 
оказалось, что дефектный по антигену гексона вирион H5tsl7 
даже не содержал мутации в гене гексона [36, 179, 220]. Мута¬ 
ция находилась в гене полипептида 100К, который принимает 
участие в сборке тримеров гексона. Мутант H5tsl49 из группы 
комплементации II был определен как мутант, у которого не син¬ 
тезируются антигены капсида. Однако оказалось, что этот му¬ 
тант дефектен по синтезу вирусной ДНК, который является не¬ 
обходимым этапом вирусного цикла перед началом поздней 
фазы — синтеза структурных полипептидов [68]. Несмотря на то 
что благодаря использованию новых подходов в первоначаль¬ 
ную классификацию были внесены значительные изменения, эта 
классификация оказалась полезной при установлении основ изу¬ 
чения /5-мутантов Ad5. 


ts -Мутанты Ad2 

Серотип Ad2 очень хорошо изучен биохимическими и физи¬ 
ческими методами, однако его /5-мутанты не выделяли до тех 
пор, пока не была получена значительная информация о /5-му¬ 
тантах Ad5. К счастью, рекомбинация между геномами Ad2 и 
Ad5 происходит легко, и они являются взаимозаменяемыми для 
комплементационного анализа и in vivo, и in vitro. Мутанты Ad2 
дали дополнительную информацию к уже полученной ранее для 
/5-мутантов Ad5. В мутанте H2tsl, выращенном при непермис¬ 
сивной температуре (39°), не происходило нарезания ни одного 
из предшественников рѴІ, рѴІІ, рѴІІІ и рТР до размера зрелых 
полипептидов [21]. Вирион собирался, но был неинфекционным. 
Вирион H2tsl (при 39°С) представлял собой «молодой» вирион, 
который обычно обнаруживают короткое время в качестве про¬ 
межуточного продукта при заражении вирусом дикого типа 
і[138а]. Существуют два /5-мутанта, дефектных по синтезу ДНК 
(H2ts206 и H2ts214 ), которые комплементируют и с мутантами 
по гену N ( H5tsl49 , H5ts36) y и с мутантами по гену Q ( H5tsl25, 
H5tsl07) Ad5. H2ts206 не синтезирует вирусной мРНК, т. е. блок 
репродукции происходит, видимо, задолго до начала синтеза 
ДНК [146]. H2ts214 также дефектен по синтезу ДНК и, возмож¬ 
но, является тем неуловимым мутантом, который необходим для 
исследования предшественника концевого белка — одного из 
трех вирусных полипептидов, участвующих в синтезе ДНК. 
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Мутанты других серотипов 

Проделана значительная работа по выделению мутантов 
Adl2 [164, 189]. Некоторые первоначально выделенные изоляты 
получили название суі , что указывало на изменение морфологии 
бляшек; для этих мутантов характерно также изменение часто¬ 
ты трансформации [291, 292]. Однако эти мутанты мало охарак¬ 
теризованы, и их молекулярные дефекты неизвестны. Выделена 
группа /s -мутантов Ad 12 и определены некоторые генетические 
и биохимические характеристики этих изолятов [164, 189, 271, 
290]. Выделены три группы комплементации с дефектами син¬ 
теза ДНК, и одна из них охарактеризована как дефектная по 
вирусному DBP [254, 290]. Так как Adl2 высоко онкогенен для 
грызунов, очень интересна более подробная характеристика это¬ 
го серотипа. Необходима также дальнейшая характеристика му¬ 
тантов Ad31, хотя биохимическое изучение этой группы и за¬ 
труднено из-за более низкой продукции вирусов группы А по 
сравнению с группой С. 
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Герпесвирусы и их репликация 

Бернард Ройзман, Уильям Баттерсон 1 


Общее определение и свойства 

Принадлежность к сем. Herpesviridae определяется присут¬ 
ствием в составе вириона двухцепочечной линейной ДНК, ико- 
садельтаэдрического капсида из 162 капсомеров, сборка кото¬ 
рого происходит в ядре, и оболочки, образующейся из ядерной 
мембраны. 

Герпесвирусы очень широко распространены в природе. Сре¬ 
ди высших эукариот редко встречаются такие, которые не под¬ 
вергались бы заражению хотя бы одним из представителей этого 
семейства вирусов. Известно около 80 в той или иной степени 
охарактеризованных герпесвирусов: пять из них выделены от 
человека [вирус простого герпеса 1 (HSV-1), вирус простого гер¬ 
песа 2 (HSV-2), цитомегаловирус (СМѴ), вирус ветряной ос¬ 
пы/опоясывающего лишая (VZV) и вирус Эпштейна — Барр 
(ЕВѴ)], четыре — от лошади, по меньшей мере три — от коров, 
два — от свиней [вирус псевдобешенства (PSV) и цитомегалови¬ 
рус свиней], два — от кур [герпесвирус болезни Марека (MDV) 
и вирус инфекционного ларингоринотрахеита]. Наиболее изучен¬ 
ные вирусы и их свойства перечислены в табл. 29.1. 

Герпесвирусы крайне разнообразны по биологическим свой¬ 
ствам. Некоторые из них имеют довольно широкий спектр хо¬ 
зяев, они очень эффективно размножаются, быстро разрушая 
заражаемые ими клетки (HSV-1, HSV-2, PSV). Другие, в част¬ 
ности ЕВѴ, имеют более узкий спектр хозяев. Некоторые гер¬ 
песвирусы размножаются довольно медленно, и в этом случае 
они обладают менее выраженным цитопатическим действием 
(СМѴ). Имеются герпесвирусы (MDV, герпесвирус Люкке лягу¬ 
шек [95]), способные вызывать злокачественные опухоли. Одним 
из наиболее характерных свойств герпесвирусов является их 
способность оставаться в латентном состоянии в хозяине, в кото¬ 
ром они размножаются. Механизм, обеспечивающий латентность, 
определяется действием специальных вирусных генов, а также 
ассоциацией вирусов с клетками подходящего типа [257]. 


1 Bernard Roizman, William Batterson, Department of Molecular Genetics 
and Cell Biology, University of Chicago, Chicago, Illinois 60637. 







Таблица 29.1. Некоторые вирусы сем. Herpesviridae 
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Герпесвирус крупного рогатого Вирус инфекционного ринотрахеи- а 72 D [87, 184, 234] 

скота 1 та крупного рогатого скота 

Вирус инфекционного пустулезно¬ 
го вульвовагинита 
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Классификация 

Представители сем. Herpesviridae разбиты на основе их био¬ 
логических свойств на три подсемейства—а, р и у (Alphaherpes- 
virinae, Betaherpesvirinae, Gammaherpesvirinae) [190]. Начата 
работа по группировке вирусов по родам на основе нуклеотид¬ 
ных последовательностей вирусных геномов и серологической 
специфичности генных продуктов [260, 267J 

Alphaherpesvirinae 

Члены этого подсемейства характеризуются широким спект¬ 
ром хозяев, относительно коротким репродуктивным циклом, 
быстрым распространением по клеточной культуре, эффектив¬ 
ным разрушением зараженных клеток и способностью существо¬ 
вать в латентной форме, преимущественно, хотя и не исключи¬ 
тельно, в ганглиях. В это подсемейство входит род Simplexvirus 
(HSV-1, HSV-2, вирус мамиллита крупного рогатого скота) и 
род Poikilovirus [PSV, VZV и вирус герпеса лошадей типа 1 
(ЕНѴ-1)]. 


Betaherpesvirinae 

Для вирусов этого подсемейства характерен ограниченный 
спектр хозяев, хотя это и не абсолютный признак. Репродуктив¬ 
ный цикл идет долго, и заражение распространяется по культу¬ 
ре клеток медленно. Зараженные клетки часто увеличиваются 
в размере (цитомегалия), легко возникает и поддерживается 
персистентная инфекция в культуре. Вирус может поддержи¬ 
ваться в латентной форме в секреторных железах, лимфорети¬ 
кулярных клетках, почках и других тканях. В состав этого под¬ 
семейства входит род Cytomegalovirus (СМѴ) и род Muromega- 
lovirus (цитомегаловирус мышей). 


Gammaherpesvirinae 

Спектр хозяев, экспериментально устанавливаемый для ви¬ 
русов этого подсемейства, ограничивается животными тех же 
семейств или отрядов, из которых выделен природный вирус. 
In vitro все вирусы этого подсемейства способны реплицировать¬ 
ся в лимфобластоидных клетках, некоторые из них могут вызы¬ 
вать литическую инфекцию в эпителиоидных клетках и фибро¬ 
бластах. Вирусы этой группы специфичны либо к Т-, либо к 
В-лимфоцитам. В лимфоцитах инфекционный процесс иногда 
останавливается на прелитической или литической стадии, т. е. 
продуктивное потомство отсутствует. Латентный вирус часто об- 
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наруживается в лимфоидной ткани. В это подсемейство входят 
три рода: Lymphocryptovirus (например, ЕВѴ), Thetalymphocryp- 
tovirus (например, MDV) и Rhadinovirus (например, герпесвиру¬ 
сы обезьян Ateles и Saimiri). 

План изложения 

Герпесвирусы не удается группировать ни по морфологии ви- 
риона, ни по общим признакам, характерным для их репродук¬ 
тивного цикла. Существенные различия между ними обнаружи¬ 
ваются при анализе структуры их генома, специфических осо¬ 
бенностей репродуктивного цикла и действия вирусов на клетки. 
Интерес к герпесвирусам связан с их способностью вызывать 
очень опасные инфекции, рекуррентные заболевания (Alphaher- 
pesvirinae и особенно HSV), трансплацентарные инфекции с воз¬ 
никновением врожденных уродств (некоторые Betaherpesvirinae 
и особенно СМѴ), потенциально летальные лимфопролифератив¬ 
ные заболевания (Gammaherpesvirinae и особенно ЕВѴ). Хотя 
объектами интенсивного изучения служат многие герпесвирусы 
человека и животных, больше всего работ сделано на Alphaher- 
pesvirinae (HSV-1, HSV-2, PSV, EHV-1 и т. д.). По этой причине 
основное внимание в данной главе будет сосредоточено на Alpha- 
herpesvirinae; иногда будут упоминаться и другие вирусы, если 
по ним имеется соответствующая информация. 

Вирион 

Архитектура 

Морфологические субъединицы 

Вирион вируса герпеса состоит из четырех структурных эле¬ 
ментов: из непрозрачной для электронов сердцевины] ; окружаю¬ 
щего сердцевину икосадельтаэдрического капсида ; асимметрич¬ 
но распределенного ©округ капсида электроноплотного мате¬ 
риала, обозначаемого как тегумент; и наружной мембраны, или 
оболочки , окружающей капсид и тегумент (рис. 29.1). 

Сердцевина зрелого вириона имеет тороидальную форму и 
содержит вирусную ДНК [84, 107, 211]. У некоторых герпесвиру- 
сов этот тороид как бы подвешен на белковом веретене из воло¬ 
кон, закрепленных на внутренней стороне капсида и проходящих 
через отверстие тороида. Точное расположение ДНК вдоль то- 
роида неизвестно. 

У всех герпесвирусов капсид обладает рядом общих струк¬ 
турных признаков: он имеет 100 нм в диаметре и состоит из 
162 капсомеров. Пентамерные капсомеры в вершинах икосадель- 
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Рис. 29.1. Электронные микрофотографии нуклеокапсидов и вирионов HSV. 
А, Б. Негативно окрашенные препараты. В, Г. Тонкие срезы зараженных кле¬ 
ток. А. 1 —интактный вирион, непроницаемый для негативной краски, 2 — кап¬ 
сид. Б. Нуклеокапсид: видна характерная для герпесвирусов капсомерная 
структура. В. Вирионы с поврежденными оболочками, позволяющие видеть 
электроноплотный тегумент, расположенный между поверхностью капсида и 
внутренней стороной оболочки. Г. Две частицы с разной ориентацией торои¬ 
дальной сердцевины. В случае вириона 1 срез сделан через тороид перпендику¬ 
лярно оси симметрии; в случае вириона 2 срез сделан параллельно этой оси. 

таэдра детально не охарактеризованы. Размеры гексамерных 
капсомеров составляют 9,5X12,5 нм в продольном разрезе; от 
поверхности капсомера вдоль длинной оси проходит канал диа¬ 
метром 4 нм [329]. 

Тегумент, который предложили так назвать Ройзман и Фер¬ 
лонг [262], находится между капсидом и оболочкой, практически 
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не виден на тонких срезах, но при негативном окрашивании вы- 
глядит как волокнистый материал [204, 205, 277, 329]. Толщина 
тегумента варьирует в зависимости от местонахождения вирио- 
на внутри зараженной клетки; она больше в вирионах, скапли¬ 
вающихся в цитоплазматических вакуолях, и меньше в вирио¬ 
нах, сосредоточенных в перинуклеарном пространстве [74]. 
Имеющиеся данные указывают, что количество материала тегу¬ 
мента определяется вирусом, а не клеткой-хозяином [194], а его 
распределение чаще всего носит асимметричный характер. 

Электронно-микроскопическое изучение тонких срезов пока¬ 
зало, что наружная оболочка вируса имеет типично трехслойный 
вид [62]; по-видимому, она формируется из участков модифици¬ 
рованных клеточных мембран [4, 67, 205]. Присутствие липидов 
установлено путем прямого химического анализа вирионов [4, 
16], а также следует из чувствительности вирионов к липидным 
растворителям и детергентам [100, 293, 297]. Оболочка вируса 
герпеса содержит многочисленные выступы — «шипы» (пепломе- 
ры); по сравнению с другими вирусами, имеющими липидную 
оболочку, у герпесвирусов этих «шипов» больше, но они короче 
по длине. Уилди и Уотсон [329] измерили длину «шипов» вирио¬ 
нов HSV, которая оказалась равной 8 нм. 

Для HSV сборка пустых капсидов, не содержащих ДНК,— 
явление редкое [262, 314]. Размер вириона у герпесвирусов ко¬ 
леблется от 120 до ~300 нм. Эти вариации частично обусловле¬ 
ны разной толщиной тегумента. Другой причиной вариаций раз¬ 
меров является состояние оболочки. Неповрежденная оболочка 
непроницаема и обеспечивает поддержание квазисферической 
формы вириона. Если оболочка повреждена, то она пропускает 
внутрь негативный краситель, и вирион выглядит как яичница- 
глазунья, причем его диаметр больше, чем диаметр интактного 
вириона. 


ДНК 

Размер, конформация, состав оснований 

ДНК, выделенная из вирионов вируса герпеса, представляет 
собой линейную двухцепочечную молекулу. Выделенная ДНК во 
множестве мест имеет одноцепочечные разрывы и пробелы. 

Если такую ДНК денатурировать щелочью [77, 150, 331] или 
формамидом (S. Wadsworth, В. Roizman, неопубликованные дан¬ 
ные), образуются ее фрагменты. Согласно ряду сообщений, упа¬ 
кованная ДНК содержит в своем составе рибонуклеотиды [24, 
112], но их присутствием нельзя полностью объяснить степень 
фрагментации ДНК. 
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ДНК разных герпесвирусов различаются по молекулярной 
массе и составу оснований. Молекулярные массы варьируют 
примерно от 80- ІО 6 до 150- ІО 6 (табл. 29.1). Вариации молекуляр¬ 
ной массы ДНК для каждого конкретного вида вирусов мини¬ 
мальны, но все же заметны. Так, многие вирусные ДНК содер¬ 
жат на концах и в середине цепи повторяющиеся последователь¬ 
ности. В связи с разным числом этих повторов различия в моле¬ 
кулярной массе ДНК могут в некоторых случаях достигать 20 kb. 
У ДНК HSV после нескольких пассажей вне организма человека 
обнаружились вариации в молекулярной массе, достигающие 
2- ІО 6 . У штамма HSV-1 (HFEM) после многочисленных пасса¬ 
жей вне организма человека наблюдали делецию в 4 kb. Прихо¬ 
дится признать, что вариации в размерах ДНК не являются от¬ 
ражением различий между индивидуальными герпесвирусами. 

Состав оснований ДНК герпесвирусов в моль-процентах 
(G-f-C)-nap колеблется от 32 до 74 (табл. 29.1). Кроме того, на¬ 
блюдаются вариации в степени гомогенности нуклеотидной по¬ 
следовательности. Неоднородность популяции молекул ДНК по 
составу оснований может быть весьма незначительной (напри¬ 
мер, у HSV), но может быть и очень высокой (например, в ДНК 
герпесвирусов обезьян Saimiri и Ateles). 

Организация нуклеотидной последовательности 

Вероятно, одним из наиболее интересных свойств ДНК гер¬ 
песвирусов можно считать организацию нуклеотидной последова¬ 
тельности. По этому признаку все изученные к настоящему вре¬ 
мени ДНК герпесвирусов распадаются в основном на пять типов. 
Они схематически показаны на рис. 29.2, в подписи к которому 
приведены подробные пояснения. Хотя первым герпесвирусом, 
для ДНК которого стала известна полная нуклеотидная последо¬ 
вательность, был ЕВѴ, функциональное значение организации 
последовательности ДНК лучше выяснено на примере вируса 
HSV, поэтому на последовательности ДНК именно этого вируса 
мы остановимся более подробно. На рис. 29.2 представлена по¬ 
следовательность ДНК HSV-1 (F). Основные особенности струк¬ 
туры этой ДНК состоят в следующем. 

а) ДНК HSV удобно рассматривать как молекулу, состоящую 
из двух ковалентно связанных компонентов, длинного L -компо- 
нента и короткого S -компонента, на долю которых приходится 82 
и 18% вирусной ДНК соответственно. Каждый компонент состо¬ 
ит в основном из уникальных последовательностей (U L и Us), 
фланкированных инвертированными повторами. Это заключение 
основано на том, что при отжиге каждой из интактных одиноч¬ 
ных цепей образуются две одноцепочечные петли неодинаковой 
длины, соединенные отрезком двухцепочечной ДЕ1К [282]. 
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Тип 

генома 


ссѵ 


12 


62 


Число 

изомеров 



70 



\ 



Рис. 29.2. Схема организации генома у пяти типов вирусов Herpesviridae. 
Геномы типа Л, В, С, D и Е представлены соответственно герпесвирусом ко¬ 
шачьего сомика (ССѴ), герпесвирусом саймири (HVS), вирусом Эпштейна — 
Барр (ЕВѴ), вирусом псевдобешенства (PSV) и вирусом простого герпеса 
(HSV). Горизонтальными линиями обозначены уникальные или квазиуникаль¬ 
ные последовательности. Повторы длиннее 1000 bp, если они не являются кон¬ 
цевыми, показаны в виде прямоугольников. Стрелки внутри прямоугольника 
позволяют различать прямые и инвертированные повторы. Если подряд следует 
несколько серий крупных повторов, они обозначаются буквами (например, 
повторы b и с в ДНК HSV). Длинными вертикальными черточками обозначе¬ 
ны концевые последовательности, известные для геномов типа В, С, D и Е. Все 
они относятся к группе прямых повторов. Для геномов типа Е концевые повторы 
обозначены как a -последовательности; они представлены в виде инвертирован¬ 
ных повторов во внутренней части генома. Цифры указывают значения моле¬ 
кулярной массы (в миллионах дальтон). Цифры под вертикальными черточка¬ 
ми указывают молекулярную массу, приходящуюся на один концевой повтор. 
Размеры полной последовательности могут варьировать от одного штамма к 
другому. Геномы типа А, В и С существуют только в одной ориентации (в ви¬ 
де одного изомера). В D- и Е -геномах последовательности, заключенные меж¬ 
ду инвертированными повторами, могут быть инвертированы, что дает два 
изомера для D -геномов и четыре изомера для D -геномов. Другие представите¬ 
ли геномов типа В, С, D и Е приведены в табл. 29.1. 

б) Инвертированные последовательности, находящиеся по 
обе стороны фрагмента U L , обозначают ab и Ь'а'\ каждая из них 
содержит по 6% всей ДНК. Инвертированные последовательно¬ 
сти по обе стороны U s обозначают а'с' и са : на долю каждой из 
них приходится 4,3% всей ДНК. На основании измерений длины 
двухцепочечных участков, образующихся при самоотжиге интакт¬ 
ных цепей, и результатов изучения процесса частичной денатура- 
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-1 b * a ' C * I-1 ca I 


b’ 

1 GGTTACCTGGG C CTGTGCCGTTGGGACGGCGCCCGTGGGGCCCCGCGGCCGGGCGCGGCGCG 

2 GGTTACCTGGG A CTGTGCGGTTGGGACGGCGCCCGTCGGCCCGGGCCGCCGGCGGCGCCGGG 

3 GGTTACCTGGG A CTGTGCGGTTGGGACCGCCCCCGTGGGCCCGGGCGGCCCGGGGCGGCGGG 

b’ 

1 GGCCGGCATGGCGGCG CGGCGGGCCATGGAGACAGAGAGCGTGCCCGGCTGGTAGACTTTG 

2 GGCCGCGATGCCGGCG C CGCCGCGCCATCGAGACAGAGAGCCTGCCGGGCTGGTAGAOTTTG 

3 GGCCGCCATGCCCGCG G CGCCCCCCCATCCACACACACACCCTCCCGCGCTCCTACACTTTC 


b’ 

1 ACACGCAACCATGTGCGTCCAGACGCGAGTAGTGCTTGCCTGTCTAACTCGCTCGTCTCGG 

2 ACAGGCAAGCATGTGCCTCCAGAGGCGAGTAGTGCTTGCCTGTCTAACTAGCTCGTCTCGG 

3 ACAGGCAAGCATGTGCGTGCACACGCCACTAGTGCTTCCCTGTCTAACTCCCTCCTCTCGG 


I DR1 ’ I Ub’ 

1 CCGCGGGCGGCCCGGGC T CC GC CCCCGC GAC TTTAAAGCGCCGC C CGCCACCC 

2 CCGCGCGGGGCCCGGGC T CC C CCCCGC CACCGC TTTAAAGGGCCGC G CGCCACCC 

3 CCGCGGGCGGCCCGGCC CC CC C CCCCGC CGCGC TTTAAAGGGCCGC С CCCCACCC* 


1 

2 

3 


CCGCGCGGTCTGTTT C 
CCCCGGCCTCTCTTT T 
CCGGGCCCTCTCTTT C 


Ub I DR2 * I 

CCGCGGGGCCCCTTTT [CGCTCCTCCCCC ] {9 

GGGGCCCCCCCGTTTT CGGGGTCTGGC [CGCTCCTCCCCC] , 8 
GCGGGCGGCCCGTTTT TGGGGTCTCGC (CGCTCCTCCCCC) 8 


I DR4 ' 

(С CCTCCTCCCC GCTCCCGCGGCCCCCCCCCC A 
GCTCCCGCGGCCCCGCCCCC C 
[GTCTC.TGCCTGGCCCTCCTCCCCC] 6 CCTCCCCCCCCCCCCCCCCC C 


ACCCC)3 

ACGCC 

ACGCC 


Uc * 

CCCCGC 

CCCCGC 

CCCCGC 


1 

2 
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GCCCCCGC A CGCCCCCCGGACCCCCGCCCGCCTTTTTTGCCCGC CGC С C CC C 
GCGCGCGC A CGCCCCCCGGACCCCCCCCCCCCTTTTTTGCCCGC GCC C G CG C 
GCCCCCGC G CGCCGCCCCCACCGCCGCCCGCCTTTTTTGCGCGC CCC С C CG C 


DR 1 ' I c* 
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1 AGCACCCCGCAC C CG C G AC T C 

2 AGCACCCCGCAC T CC G C AC G T 

3 AGCACCCCGCAC C GG C G AC T C 


Рис. 29.3. Сравнение нуклеотидных последовательностей фрагмента ДНК на 
участке, соединяющем L- и S -компоненты HSV-1. Верхняя горизонтальная ли¬ 
ния схематически отражает организацию последовательности ДНК HSV-1. Да¬ 
лее приведены нуклеотидные последовательности части участка Ь\ всего участка 
а' и части участка с'. Цифры 1, 2 и 3 соответствуют штаммам HSV-1 (F) 
[201], 17 [52] и US [52]. Пробелами выделены позиции, в которых наблюдает- 
ся дивергенция последовательностей. 
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ции был сделан вывод о том, что они отличаются по составу осно¬ 
ваний от участков ab и Ь'а' [315]. 

в) После отщепления одноцепочечных участков на двух кон¬ 
цах под действием экзонуклеазы ДНК HSV можно перевести пу¬ 
тем самоотжига в кольцевую форму [93, 281]. Концевые участки, 
ставшие одноцепочечными и поэтому способные замкнуть ДНК 
в кольцо при отжиге, обозначают как «-последовательности 
[315]. Для получения кольцевой ДНК оптимально отщепление 
экзонуклеазой 400—800 нуклеотидов [315]; эта оценка, по¬ 
лученная для HSV1 (F), находится в хорошем согласии 
с цифрой 500 Ьр, полученной в ходе прямого опре¬ 
деления последовательности ДНК [202]. Впрочем, длина после¬ 
довательности а варьирует от одного штамма к другому [52, 176, 
311, 319]. Эти вариации частично обусловлены числом тандемных 
повторов, формирующих последовательность а (рис. 29.3). Так, 
например, последовательность а вируса HSV-l(F) состоит из 
прямого повтора 20 bp(DRl); уникальной последовательности из 
65bp(Ub); отрезка из 12bp(DR2), повторенного от 19 до 23 раз; 
отрезка из 37bp(DR4), повторенного от 2 до 3 раз; уникальной 
последовательности из 58bp(U c ) и второй копии DR1 (рис. 29.2). 

г) Большинство штаммов HSV-1 содержат на конце S -компо¬ 
нента одну «-последовательность, тогда как на отрезке, соеди¬ 
няющем L- и S -компоненты, и на конце L -компонента их число 
может варьировать [176, 319]. Следующие друг за другом «-по¬ 
следовательности имеют общий DRl -участок [202]. Участок 
DR1 на L -конце содержит I8V2 Ьр, т. е. имеет выступающий из 
цепи неспаренный З'-нуклеотид, за которым следует участок из 
18 Ьр. Концевой DR1 ів составе уникальной а-последовательности 
на S -конце также содержит подобный неспаренный З'-нуклеотид, 
за которым следует только 1 Ьр, так что в этом случае DR1 содер¬ 
жит I 1 / 2 bp. І8Ѵ2 Ьр оснований на L -конце и 1 Ѵ 2 Ьр на S -конце вме¬ 
сте составляют полный DR1 [202]. Наиболее простое объяснение 
таких нуклеотидных последовательностей состоит в том, что ДНК 
зрелого вируса HSV-1 образуется путем разрыва конкатемерной 
или кольцевой ДНК на участке, где соседние последовательности 
соединены общим отрезком DR1 [202]. Таким образом, организа¬ 
ция последовательности ДНК вируса HSV-1 принимает вид 

a L a m b—U L —b'a' n c r -Us—cas, 

где индекс т меняется от 0 до некоторого значения больше 10, 
а индекс п — от 1 до значения больше 10. Примерно в 50% случа¬ 
ев т= 1. 

д) L- и S -компоненты могут быть инвертированы друг относи¬ 
тельно друга. Вследствие этого ДНК HSV состоит из четырех 
изомеров, отличающихся только ориентацией L- и S -компонентов 
[54, 104]. По всей вероятности, эта инверсия обусловлена сайт- 
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специфической рекомбинацией в районе ^-последовательности, 
вызванной продуктами транс-действующих вирусных генов 
[200—203, 287]. В случае делении внутренних инвертированных 
повторов образуется вирус [HSV-1 (F) 1358], который размножа¬ 
ется в клеточной культуре, но не имеет инвертированных форм 
ДНК [235]. Тот факт, что значительная часть упакованной ДНК 
находится в кольцевой форме, позволяет предположить, что внут¬ 
ренние инвертированные повторы и инверсии могут играть опре¬ 
деленную роль в процессе упаковки линейной вирусной ДНК 
(Poffenberger, Roizman, неопубликованные данные) . 

Гомология 

Подробно исследована гомология между молекулами ДНК 
разных герпесвирусов, а также гомология между вирусной ДНК 
и ДНК клетки-хозяина. 

Как и следовало ожидать, учитывая вариации размеров мо¬ 
лекул и состава оснований, области гомологии обнаруживаются 
у вирусов, сходных по организации ДНК, антигенной специфич¬ 
ности и биологическим свойствам. Например, вирусы рода 
Simplexvirus (HSV-1, HSV-2, вирус мамиллита крупного рогато¬ 
го скота) содержат гомологичные участки, выявляющиеся даже 
при очень строгих условиях гибридизации [151, 299]. Подобного 
рода гомологичные участки найдены у вирусов рода Lymphocryp - 
tovirus (ЕВѴ, герпесвирусы павиана и шимпанзе) [85, 110]. Вме¬ 
сте с тем у ДНК вирусов, принадлежащих разным родам, гомо¬ 
логичные участки вообще или почти не обнаруживаются даже 
при весьма нестрогой гибридизации [19, 53, 178, 251]. 

Во многих лабораториях обнаружена гомология между ДНК 
вируса герпеса и ДНК клеток. Наиболее полные данные получе¬ 
ны для ЕВѴ [102, 103] и HSV-1 [226, 247]. Конечно, заманчиво 
приписать этим участкам роль сайтов интеграции или регулятор¬ 
ных сайтов, однако пока никаких данных на этот счет нет. Следу¬ 
ет придерживаться общего правила: гомология, обнаруженная с 
помощью гибридизации, должна быть подтверждена на уровне 
нуклеотидной последовательности, так как при отжиге (G+C)- 
богатых областей двухцепочечные структуры могут возникать да¬ 
же при сильных нарушениях комплементарное™ пар оснований. 

Вариабельность ДНК герпесвирусов 

Обнаружено два вида вариаций в нуклеотидных последователь¬ 
ностях ДНК-герпесвирусов. Это, во-первых, вариации числа тан¬ 
демных повторов. Так, на участке, соединяющем L- и S -компо¬ 
ненты, и на конце L -компонента число а-последовательностей 
оказывается неодинаковым даже в потомстве, полученном из 
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бдной вирусной бляшки [52, 176, 200, 202, 319]. Такие же вариа¬ 
ции наблюдаются в тандемных повторах ЕВѴ [90, 271]. ДНК 
HSV, обработанная рестрикционными эндонуклеазами, содержит 
помимо концевых фрагментов и тех, что размещены между L- и 
S -компонентами, еще ряд фрагментов переменной длины (напри¬ 
мер, ВатШ В-, Е- и N -фрагменты ДНК и HSV-1) [311]. Хотя 
организация последовательности в этих вариабельных участках 
еще не изучена, скорее всего, они содержат тандемные повторы, 
тем более что флуктуации длин этих участков, по-видимому, но¬ 
сят обратимый характер. 

Вариации второго типа проявляются в том, что в какой-то 
части молекул обнаруживаются сайты рестрикции, которых нет 
в других молекулах. Соответствующий анализ показал, что два 
изолята HSV-1 или HSV-2, выделенные из разных источников, 
никогда не бывают абсолютно тождественными, если между ни¬ 
ми нет эпидемиологической связи [33, 261]. При размножении 
вируса в клеточной культуре распределение сайтов рестрикции 
приобретает более постоянный характер. Вариации HSV, кото¬ 
рые обнаруживаются при герпесе у людей, возможно, отражают 
способ передачи вируса и его эпидемиологию. HSV способен ка¬ 
кое-то время находиться в латентной форме. Если же он активи¬ 
руется, то он может переносить инфекцию. Поскольку вирус по¬ 
стоянно сохраняется в популяции хозяина, он накапливает неле¬ 
тальные мутации, которце далее передаются потомству. Измен¬ 
чивость в распределении сайтов рестрикции используют при изу¬ 
чении процессов передачи вируса и его поведения в популяции 
человека [31—33, 174, 264]. 


Полипептиды, входящие в состав вириона 
Число и распределение 


По имеющимся данным очищенные вирионы нескольких гер- 
песвирусов содержат от 15 до 35 видов структурных белков [36, 
57, 227, 293, 304]. На рис. 29.4 представлен радиоавтограф поли¬ 
пептидов HSV-1 и HSV-2, электрофоретически разделенных в де¬ 
натурирующих условиях в полиакриламидном геле. Трудности 
идентификации структурных полипептидов HSV наиболее под¬ 
робно рассмотрели Спеар и Ройзман [294]. Их можно вкратце 
суммировать следующим образом: а) число структурных поли¬ 
пептидов весьма велико, причем число молекул на вирион сильно 
варьирует; б) те, что присутствуют в меньших количествах (ми¬ 
норы), трудно обнаружить на фоне других, хорошо представлен¬ 
ных в наборе (мажоры); в) вероятно, некоторые минорные ком¬ 
поненты в действительности представляют собой предшественни- 
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Рис. 29.4. Электрофореграмма полипептидов и гликополипептидов, присутст¬ 
вующих в очищенных вирионах HSV-1 (F) и HSV-2 (G). Вирионы выделены 
из клеток НЕр-2, которые после заражения были инкубированы с 14 С-глюкоз- 
амином (g) или с 35 5-метионином (аа). Среди полос, содержащих 35 5-метио- 
нин, точками отмечены полосы, соответствующие главному капсидному белку 
(с мол. массой — 155К). Гибсон и Ройзман [881 идентифицировали пять дру¬ 
гих полипептидов в интервале мол. масс от 25К до 53К, присутствующих в 
нуклеокапсидах до их одевания в оболочку. На электрофореграмме их поло¬ 
жение не указано: это сделать довольно трудно, поскольку они мигрируют 
вместе с другими полипептидами. Большая часть полипептидов вириона и все 
гликополипептиды попадают в состав вириона к моменту завершения его оде¬ 
вания в оболочку. Гликополипептиды HSV-1 и HSV-2, имеющие одинаковые 
буквенные обозначения, родственны в антигенном отношении и кодируются ко- 
линеарными генами (см. обзор [2911). Кажущиеся молекулярные массы глико¬ 
полипептидов находятся в интервале от 55—60К для gD HSV-1 и HSV-2 до 
130К для gC HSV-1 и HSV-2. Обратите внимание, что у gC HSV-1 (gC-1) 
кажущаяся молекулярная масса заметно выше, чем у gC HSV-2 (gC-2). Дру¬ 
гие гомологи в HSV-1 и HSV-2 имеют близкие размеры. Для gG гомологи в 
HSV-1 и HSV-2 не идентифицированы. Небольшое количество радиоактивной 
метки, попавшей из 14 С-глюкозамина в немаркированные полосы профиля 
HSV-2 (G), обусловлены нейтрализацией меченых продуктов катаболизма 
14 С-глюкозамина; неизвестно, являются ли эти полипептиды гликопротеинами 
[336, 337]. (По данным [36].) 
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ки других компонентов вириона; г) нельзя исключить и того, что 
некоторые минорные формы вообще не относятся к структурным 
полипептидам и попали как примесь в процессе очистки. Хотя 
при двумерном электрофорезе минорные компоненты можно чет¬ 
ко выделить из основной массы, структурный состав вириона все 
равно предстает как достаточно сложный, поскольку при этом 
обнаруживаются полипептиды, лишь слабо различающиеся по 
степени их посттрансляционной модификации — гликозилирова- 
ния, фосфорилирования и т. д. Идентификация аутентичных 
структурных компонентов вириона может быть в какой-то мере 
облегчена благодаря получению моноклональных антител к 
структурным полипептидам и выяснению функции вирусных бел¬ 
ков. 

Вирионы HSV-1 и HSV-2 содержат на поверхности по крайней 
мере четыре гликопротеина, обозначаемые как gB (VP7 — ѴР8,5), 
gC (VP8), gD (VP17 и VP18) и gE (VP 12,3 и VP 12,6) [36,106,290, 
291, 295]. Есть сообщение о существовании еще одного гликопро¬ 
теина HSV-2, gG [266]. Гликопротеины gB, gC, gD и gE сульфа¬ 
тированы [122]. В гликопротеин gE, являющийся Fc -рецептором 
[13, 222, 223], включается 3 Н-пальмитат, — по-видимому, в его 
составе имеются жирные кислоты [134]. В препаратах очищенно¬ 
го вируса часто присутствуют предшественники вирионных бел¬ 
ков, поэтому число полос, которые дают в денатурирующих гелях 
гликозилированные полипептиды, увеличивается. Функция гли¬ 
копротеина gC не ясна; известно только, что он обладает 
СЗЬ-связывающей активностью [81]; мутанты, лишенные способ¬ 
ности экспрессировать gC, остаются жизнеспособными [107, 115], 
но часто они дополнительно несут мутации syti~, вызывающие 
слияние зараженных клеток в поликариоциты [148, 186, 255, 270]. 
Гликопротеин gB, по всей видимости, обеспечивает происходя¬ 
щее на ранних стадиях заражения слияние оболочки вируса с 
плазматической мембраной [175, 273]. Функции гликопротеинов 
gD, gE и gG неизвестны. 

Капсид состоит по меньше мере из шести полипептидов [88]. 
Пустые капсиды, по-видимому, меньше по размерам (Furlong, 
Roizman, неопубликованные данные), и в них недостает по край¬ 
ней мере одного белка [88, 89], который в ДНК-содержащих капси¬ 
дах расположен на поверхности [26] и подвергается посттранс¬ 
ляционной модификации (возможно, путем разрезания) во время 
или сразу после образования оболочки. 

Размещение остальных белков вириона неизвестно; вероятно, 
они располагаются на внутренней стороне оболочки и связывают 
белки оболочки с тегументом. В очищенном вирусе присутствуют 
АТРаза и протеинкиназа [63, 171, 268]. Протеинкиназа активиру¬ 
ется при разрушении оболочки неионными детергентами и остает¬ 
ся в составе капсид-тегументных структур [171]. 







Герпесвирусы и их репликация 2Ш 


Репликация герпесвирусов 

Общее описание репликации 

Этот раздел удобно начать с обсуждения общей картины тех 
событий, из которых складывается репликация герпесвирусов 
(рис. 29.5). 

Заражение начинается с прикрепления вируса к клеточным 
рецепторам. Вслед за этим происходит слияние оболочки вируса 
с плазматической или эндосомной мембраной, и лишенный обо¬ 
лочки капсид переносится к порам в ядерной мембране, через ко* 
торые ДНК вируса попадает в ядро. 

Транскрипция и репликация вирусной ДНК, а также сборка 
капсидов происходят в ядре. Вирусная ДНК транскрибируется в 
ходе репродуктивного цикла клеточной РНК-полимеразой II при 
участии на всех стадиях цикла ряда вирусных факторов. Синтез 
продуктов вирусных генов строго регулируется; экспрессия ви¬ 
русных генов координирована и представляет собой последова¬ 
тельно развернутый во времени каскад событий. Несколько более 
50 хорошо представленных генных продуктов образуют по мень¬ 
шей мере пять групп, отличающихся друг от друга по характеру 



Рис. 29.5. Основные этапы репликативного цикла вируса простого герпеса. 
Подробнее см. раздел, посвященный описанию хода репликации герпесвирусов. 
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регуляции синтеза на транскрипционном и посттранскрипцион¬ 
ном уровне. 

Некоторые из генных продуктов относятся к ферментам или 
ДНК-связывающим белкам, непосредственно вовлеченным в син¬ 
тез ДНК. Основная масса вирусной ДНК синтезируется по меха¬ 
низму катящегося кольца. Одновременно могут происходить изо¬ 
меризация и упаковка ДНК. 

Сборка вируса складывается из нескольких стадий: внутри 
уже сформировавшихся капсидов упаковывается ДИК, вирусы 
созревают и выходят из клетки через плазматическую мембрану. 
Весь процесс может длиться от 12 ч для вируса псевдобешенства 
до более чем 70 ч для цитомегаловируса человека. Репликация 
HSV требует около 18 ч. 

Начальные стадии заражения 

Относительно событий, предшествующих транскрипции вирус¬ 
ных генов, сведения весьма расплывчаты и фрагментарны, поэто¬ 
му о них мы подробно говорить не будем. Обычно полагают, что 
события на начальных стадиях заражения происходят по следую¬ 
щей схеме. 

Прикрепление 

Герпесвирусы прикрепляются к специфическим рецепторам на 
клеточной поверхности, которые еще не идентифицированы. Все 
представления о специфичности клеток в этом отношении основы¬ 
ваются на наблюдениях, подобных тому, что лишь часть клеток 
человека (например, только В-лимфоциты) содержат рецепторы 
для ЕВѴ [140, 154, 159, 326]. Попытки найти клетки животных, 
не содержащие рецепторов для HSV, успеха не дали; тем не ме¬ 
нее кроме человека «естественному» заражению этим вирусом 
подвержены только шимпанзе [193]. Ничего не известно и об ан¬ 
тирецепторах— тех компонентах поверхности вирусной частицы, 
которые связываются с рецепторами. Нейтрализация вируса мо¬ 
ноклональными или поликлональными антителами к тому или 
иному гликопротеину [218, 291] еще не может служить средством 
идентификации вирусных антирецепторов, так как эти антитела 
могут чисто стерически препятствовать прикреплению вируса или 
могут вести к инактивации каких-то функций, необходимых на 
ранних стадиях заражения. 

Проникновение капсида в зараженную клетку 

Прикрепление вируса активирует белок, находящийся на по¬ 
верхности вируса и вызывающий слияние оболочки вируса с 
плазматической мембраной. При этом молчаливо предполагают 
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[204], что происходит именно слияние оболочки с плазматиче¬ 
ской мембраной, а не фагоцитоз. Это согласуется с обнаружением 
на клеточной поверхности Fc -рецепторов оболочки вириона, в том 
числе и в тех случаях, когда проникновение вируса не приводит 
к экспрессии вирусных генов [221]. Присутствие в оболочке ви¬ 
руса активируемого компонента, -вызывающего ее слияние с кле¬ 
точной мембраной, подтверждается также тем, что температуро¬ 
чувствительный мутант HSV-1 по гликопротеину В адсорбирует¬ 
ся на клеточной поверхности, не проникая внутрь клетки. Если 
после такой адсорбции химически индуцировать слияние оболоч¬ 
ки вируса с плазматической мембраной, происходит заражение и 
вирус дает потомство [273]. Утрата чувствительности к нейтрали¬ 
зации, обусловленная проникновением адсорбированного вируса 
в клетку, происходит очень быстро [123]. 

Выход вирусной ДНК из капсида 

После проникновения в клетку капсид транспортируется к по¬ 
рам в ядерной мембране, а затем под контролем вирусных факто¬ 
ров вирусная ДНК выходит в нуклеоплазму. Капсиды температу¬ 
рочувствительного мутанта HSV-1 (HFEM) /sB7 скапливаются 
у ядерных пор, и выход вирусной ДНК наблюдается только после 
понижения температуры до пермиссивного уровня [12]. На ран¬ 
них стадиях заражения вирусом дикого типа у ядерных пор легко 
обнаруживаются пустые капсиды. Следуя аналогии с заражени¬ 
ем аденовирусом, можно предположить, что транспорт капсидов 
герпесвирусов к ядерным порам осуществляется при участии ци¬ 
тоскелета [47]. Родительская вирусная ДНК накапливается 
в ядре. 

Какие компоненты вириона необходимы 
для репликации вируса в зараженных клетках! 

Трансфекция пермиссивных клеток интактной депротеинизи- 
рованной вирусной ДНК приводит к формированию вирусного 
потомства [94, 164, 282]. Однако удельная инфекционность ви¬ 
русной ДНК на много порядков ниже по сравнению с инфекцион- 
ностью вириона, и длится репродуктивный цикл дольше. Кроме 
того, нет уверенности в том, что трансфекция клеток влечет за со¬ 
бой ту же последовательность событий, которая составляет 
репродуктивный цикл при заражении клетки вирионом. 

Если теперь перейти от ДНК к остальным компонентам вири¬ 
она, то они выполняют четыре функции: защищают ДНК от 
внешних воздействий, облегчают проникновение в клетку и, кро¬ 
ме того, способствуют отключению на ранних стадиях заражения 
синтеза клеточных макромолекул [70, 214—216, 253, 265, 306— 
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308]. Четвертая функция связана с участием в процессе реплика¬ 
ции вируса; этот вывод основан на транс-действии одного из 
компонентов вириона, индуцирующего гены а — первую группу 
экспрессируемых вирусных генов [11, 238]. Поскольку это собы¬ 
тие происходит в ядре, можно заключить, что в ядро вместе с 
ДНК проникают еще какие-то компоненты вириона. Белки, участ¬ 
вующие в этом процессе, не идентифицированы. Престон и Нота- 
рианни [244] наблюдали ADP -рибозилирование капсидного бел¬ 
ка VP23 [89, 293] в ядрах зараженных клеток и высказали пред¬ 
положение о транслокации в ядро этого белка. Согласно ранее 
поступившему сообщению, белок VP23 либо сам является компо¬ 
нентом находящейся в вирионе протеинкиназы, либо действует на 
субстрат, фосфорилируемый или дефосфорилируемый этим фер¬ 
ментом [171). 

Экспрессия вирусных генов 

Временной режим и условия, необходимые 
для синтеза генных продуктов 

Транскрипция вирусной ДНК происходит в ядре, тогда как 
все вирусные белки, естественно, синтезируются в цитоплазме. 
Число полипептидов, синтезируемых в больших количествах и, 
следовательно, легко поддающихся обнаружению, для HSV не 
превосходит 50 [45, 116, 208]. Судя по имеющимся данным, мож¬ 
но полагать, что общее их число превышает эту цифру меньше 
чем в два раза [294, 316]. 

Экспрессию вирусных генов удобнее всего рассмотреть в связи 
с системой регуляции. В клетках, подвергшихся продуктивному 
заражению HSV, регуляция экспрессии вирусных генов имеет 
три характерных свойства: а) белки HSV образуют по крайней 
мере пять координированно регулируемых групп—и в отношении 
необходимых условий их синтеза, и в отношении кинетики синте¬ 
за; б) абсолютная скорость синтеза и количество каждого из 
белков могут варьировать; в) указанные группы белков синтези¬ 
руются последовательно одна за другой, причем синтез носит 
каскадный характер [116, 118—120, 161, 230, 292]. 

Первыми экспрессируются a -гены, кодирующие пять а-белков, 
с номерами 0, 4, 22, 27 и 47. Синтез этих полипептидов достигает 
максимальной скорости через 2—4 ч после заражения, а затем 
скорость синтеза уменьшается [118]. Функционирование а-бел¬ 
ков служит необходимым условием для синтеза последующих по¬ 
липептидов. Так, клетки, зараженные ^-мутантами по гену а4, 
при непермиссивной температуре накапливают только а-полипеп- 
тиды [158, 245]. Механизм, посредством которого белок а4 регу¬ 
лирует экспрессию последующих генов, неизвестен. Мутанты по 
этому гену легко поддаются отбору, причем достаточно большая 
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часть гена сс4 оказывается затронутой температурочувствитель¬ 
ными мутациями [56, 158, 245]. Характерная черта этих мутантов 
заключается в том, что при переводе зараженных ими клеток из 
пермиссивных условий в непермиссивные возобновляется синтез 
а-белков [241]. Среди а-генов ^-мутациям подвержен только ген 
а4. Однако в экспрессии генов HSV играют роль и другие а-гены. 
Например, это относится к гену а22. Мутанты HSV-1 (R325 и 
R328), содержащие делению этого гена [237], размножаются так 
же эффективно, как и дикий тип в перевиваемых клетках челове¬ 
ка и приматов (I. Halliburton, A. Sears, В. Roizman, неопублико¬ 
ванные данные), но не размножаются в перевиваемых клетках 
грызунов и в растущих или покоящихся диплоидных клетках че¬ 
ловека. В культуре покоящихся диплоидных клеток человека му¬ 
танты с делецией гена а22 неспособны переходить из одной клет¬ 
ки в другую, что может быть связано с нарушением образования 
оболочки. 

Полипептиды групп рі и р 2 достигают максимальной скорости 
синтеза примерно через 5—7 ч после заражения [118]. Группа 
Рь в которую, в частности, входят полипептиды Рі'6 (компонент 
вирусной рибонуклеотидредуктазы) [127] и Рі8 (главный ДНК- 
связывающий белок), появляются уже на ранних стадиях зара¬ 
жения, и в прошлом их ошибочно включали в группу а-белков. 
Они отличаются от а-белков тем, что для их синтеза необходимо 
присутствие функционирующего белка а4. К полипептидам груп¬ 
пы р 2 относятся вирусная тимидинкиназа (ТК) и ДНК-полиме- 
раза. 

у-Полипептиды подразделяются на две группы— уі и у 2 ,— 
различающиеся по условиям синтеза: если полипептиды 
группы уі могут образовываться в отсутствие синтеза вирус¬ 
ной ДНК, то для образования у 2 -полипептидов необходима 
амплификация вирусной ДНК [41, 118, 121, 333]. Представите¬ 
лем группы уі является белок уі5 — главный белок, из которого 
формируется капсид, а также гликопротеин В. Гликопротеин С 
является примером белков группы у 2 . Следует подчеркнуть, что 
группа уі существенно отличается от р-полипептидов: хотя синтез 
уі-полипептидов идет и в отсутствие синтеза вирусной ДНК, они 
образуются в значительно меньших количествах, чем при нор¬ 
мальной продуктивной инфекции, тогда как синтез р-полипепти¬ 
дов нисколько не подавляется в присутствии ингибиторов син¬ 
теза ДНК и идет нормальным образом в клетках, зараженных 
ДНК~-^-мутантами при непермиссивных температурах. Гены уі 
иногда называют р т -генами [44]. Разделение p -генов на группы 
Рі и р 2 и разный уровень требований к экспрессии различных 
у-генов послужили главной причиной того, что гены HSV, преж¬ 
де разделявшиеся на самые ранние, ранние и поздние, теперь 
стали называться просто а-, р- и у-генами. 
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Транскрипция: структура мРНК HSV 

Транскрипция ДНК HSV осуществляется РНК-полимера- 
зой II [42]. Вирусные РНК копируются, метилируются и поли- 
аденилируются; иногда выявляются и неполиаденилированные 
РНК той же последовательности, что и аденилированные [6, 9, 
10, 285, 286, 303]. Внутреннее метилирование характерно для 
ранних, но не для поздних РНК [10]. мРНК HSV-1 могут разли¬ 
чаться и по количеству, и по стабильности [76, 79, 131, 285, 286]. 
Как правило, мРНК a -генов более стабильны по сравнению с 
мРНК у-генов [333]. Вирусные мРНК могут сохраняться и по 
окончании трансляции [136, 161, 162]. 

Хотя мРНК, о которых здесь идет речь, функционируют в 
клетках высших эукариот, лишь малая часть мРНК HSV-1 под¬ 
вержена сплайсингу. Открыты гены, перекрывающиеся по 5'- или 
З'-концевой последовательности, но таких генов немного [99, 198, 
316]. Впрочем, обращает на себя внимание наличие множествен¬ 
ных сайтов инициации транскрипции отдельных генов HSV 
[82, 210, 280, 322, 338]. 


Функции вирусных генов 

Функциональная организация генома 
герпесвирусов 

Об организации геномов HSV-1' и HSV-2 уже известно доволь¬ 
но много. Это же утверждение справедливо и для ЕВѴ. 

Наши знания о функциональной организации геномов вируса 
HSV в основном опираются на четыре источника данных: анализ 
рекомбинантов HSV-1 и HSV-2 [187, 207, 208]; восстановление 
жизнеспособности мутантов путем трансфекции клеток интакт¬ 
ной мутантной ДНК и фрагментами ДНК, полученными при дей¬ 
ствии рестрикционных эндонуклеаз на геном дикого типа [156, 
158, 209, 224]; перенос доминантного или поддающегося регист¬ 
рации маркера из одного генома в другой с помощью фрагмен¬ 
тов, отщепленных эндонуклеазами рестрикции [156, 160, 238, 

270]; экспрессия генных продуктов очищенной мРНК или фраг¬ 
ментов ДНК в подходящей системе [41, 111, 166, 179, 237, 238]. 
Наиболее фундаментальный и, по-видимому, универсальный вы¬ 
вод заключается в том, что порядок экспрессии генов во времени 
не соответствует порядку их расположения в геноме. Приводимые 
ниже наблюдения касаются организации и структуры генов HSV, 
но они отражают и некоторые общие черты генов герпес-вирусов. 

1. а-Гены располагаются вблизи концов L- и S -компонентов 
[1, 139, 179, 208, 210, 246, 320, 322]. Гены а0 и а4 находятся в со¬ 
ставе инвертированных повторов L- и S -компонентов соответст- 
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венно, так что в геноме дикого типа они представлены двумя ко¬ 
пиями. Но достаточно и одной копии: мутант HSV-1 (1358) с де- 
лецией большей части внутреннего инвертированного повтора 
сохраняет жизнеспособность [235]. /s -Мутантов по гену а0 не 
обнаружено, а у мутантов по гену се4 экспрессия /5-фенотипа свя¬ 
зана с мутациями в обеих копиях [158]. Ген а27 расположен 
вблизи внутреннего инвертированного повтора L -компонента. 
Гены а22 и а47 частично занимают область инвертированных 
повторов S -компонента. Из пяти a -генов только гены а22 и а47 
дают мРНК, подвергающиеся сплайсингу; возможно, они пере¬ 
крываются с другими генами [1, 179, 181, 321, 322]. а-Гены в 
кольцевой ДНК образуют два кластера: в состав первого входят 
гены 27, 0, 4 и 22, а в состав второго — гены 47, 4 и 0. Несмотря 
на такую кластеризацию, каждый a -ген имеет свою промоторно¬ 
регуляторную область и собственные сайты инициации и терми¬ 
нации транскрипции [179— 182J. 

2. Гены (3 и у рассеяны по L- и S -компонентам. В настоящее 
время удалось обнаружить только два кластера функциональных 
генов, но их реальная роль пока неясна. Так, (3-гены, кодирующие 
ДНК-полимеразу и ДНК-связывающий белок, располагаются 
вблизи начальной точки репликации ДНК в L -компоненте (см. 
ниже), тогда как несколько у-генов, кодирующих мембранные 
белки, располагаются в пределах уникальных последовательно¬ 
стей S -компонента [167, 266, 270, 323]. Хотя известно несколько 
случаев перекрывания генов на 3'- или б'-концах [58, 254, 322], 
у герпесвирусов примеров такого рода перекрывания, равно как 
и примеров сплайсинга генов [316], намного меньше по сравне¬ 
нию с аденовирусами и паповавирусами. 

3. Среди генов герпесвирусов наиболее полно исследован ген 
ТК HSV-1 —в основном благодаря легкости обнаружения соот¬ 
ветствующей ферментативной активности даже на фоне активно¬ 
сти фермента хозяина. Структурные характеристики гена ТК 
типичны и для генов вируса герпеса, и для генов, экспрессируе¬ 
мых в клетках высших эукариот. Ген ТК содержит б'-концевую 
промоторно-регуляторную нетранскрибируемую область; транс¬ 
крибируемую, но нетранслируемую б'-последовательность; транс¬ 
крибируемые и транслируемые последовательности; З'-концевую 
транскрибируемую нетраслируемую область и З'-последователь- 
ность, необходимую для полиаденилирования транскрипта. 
Из структурных свойств гена ТК два представляют особый инте¬ 
рес. Во-первых, имеются два сайта инициации транскрипции — 
обнаружены мРНК, синтез которых инициируется с того и друго¬ 
го сайта [55, 243, 338]. Роль этих сайтов в экспрессии гена при 
литической инфекции пока неясна. 

Другой интересной особенностью является структура 5'-кон- 
цевой нетранскрибируемой области. Мак-Найт с соавторами 
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[195—197] идентифицировали в пределах 150-нуклеотидной об¬ 
ласти влево от сайта инициации (сайта кэпирования) «прокси¬ 
мальный» цис-действующий сайт и два «дистальных» сайта, ко¬ 
торые играют важную роль при конститутивной экспрессии гена 
ТК и, вероятно, служат знаками пунктуации и являются участ¬ 
ками связывания РНК-полимераз и вспомогательных факторов 
[338]. Цис-сайты со сходной функцией, необязательно идентич¬ 
ные по последовательности, по-видимому, присутствуют и в обла¬ 
стях расположения других генов. 


Синтез и процессинг вирусных белков 

Вирусные белки синтезируются, по-видимому, и на свободных,, 
и на связанных полисомах. Большинство белков, исследованных 
к настоящему времени, подвергается после синтеза интенсивному 
процессингу [27, 65, 88, 122, 230, 290]. Процессинг включает в себя 
разрывы цепи, фосфорилирование, сульфатирование, гликозили- 
рование и т. п. Во многих случаях модификация структуры белка 
сопровождается переносом белка через мембраны [191]. Имею¬ 
щиеся данные о процессинге белков и его связи с их функциони¬ 
рованием будут подробно изложены в разделе, посвященном 
свойствам и функциям вирусных белков, а также в разделе, по¬ 
священном вирусным гликопротеинам. 

Впрочем, процессинг может идти не только потому, что он 
нужен вирусу, — он может быть обусловлен сходством вирусных 
белков с природными субстратами клеточных ферментов. Напри¬ 
мер, гликопротеины HSV-1 и HSV-2 в клетках африканских зеле¬ 
ных мартышек Ѵего расщепляются протеолитическим ферментом 
хозяина, тогда как в клетках НЕр-2 этого фермента или совсем 
нет, или он отщепляет меньший фрагмент, чем протеаза в клет¬ 
ках Ѵего [228, 229]. Хотя размножение вируса идет в клетках 
Ѵего не менее интенсивно, чем в клетках НЕр-2, было показано, 
что протеолитический фермент в клетках Ѵего отщепляет эпитоп 
на поверхности гликопротеина В, связывающий одно из нейтра¬ 
лизующих моноклональных антител [228, 229]. 

Свойства и функции вирусных белков 

Идентификация новой функции, обнаруживаемой в заражен¬ 
ной вирусом клетке, или идентификация нового белка, выпол¬ 
няющего ту или иную функцию, обычно основана на сочетании 
биохимических и генетических методов. К сожалению, несмотря 
на объединенные усилия многих лабораторий, в настоящее время 
функции многих белков герпесвирусов остаются неизвестными. 

Что касается а-белков, то условно-летальные мутанты найде¬ 
ны только по гену а4 [56, 156, 241, 245]. У HSV-1 белок а4 в де- 
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натурирующем полиакриламидном геле дает три полосы, обозна¬ 
чаемые 4а, 4Ь и 4с. В клетках, зараженных вирусом дикого типа, 
быстрее всех мигрирующий компонент 4а имеет кажущуюся мол. 
массу 160К и после импульсного радиоактивного мечения легка 
обнаруживается в цитоплазме [230, 328]. Это единственный ком¬ 
понент, который накапливается при непермиссивной температуре 
в клетках, зараженных некоторыми ^-мутантами по гену а4 [158]. 
Два других компонента, присутствующие в полосах 4Ь и 4с, име¬ 
ют кажущиеся мол. массы 163К и 170К и накапливаются в ядре 
[230, 328]. Накопление медленно мигрирующих компонентов сов¬ 
падает по времени с транслокацией белка в ядро и включением 
в белок добавленного в среду неорганического 32 Р [69, 230]. Осо¬ 
бенно интересно, что в ходе репродуктивного цикла импульсная 
метка 32 Р может быть введена в состав сс4-белков спустя замет¬ 
ное время после прекращения синтеза этих белков. Это свиде¬ 
тельствует об обмене фосфата между средой и белком в процессе 
заражения [328]. Как сообщили Престон и Нотарианни [244], в 
изолированных ядрах а4 может подвергаться аденозилрибозили- 
рованию. Пока трудно оценить, какое это может иметь значение,, 
поскольку неизвестно, протекает ли эта реакция при размноже¬ 
нии вируса. Хотя именно таким аденозилрибозилированием мож¬ 
но объяснить включение в а4 добавленного в среду неорганиче¬ 
ского 32 Р [230], следует отметить, что ассоциация и диссоциация 
фосфата с белком характерны для а4, а22 и а27 [328], но только 
для компонента 4с удалось наблюдать аденозилрибозилирование 
in vitro. 

Есть сообщение, что а4 связывается с ДНК лишь в присутст¬ 
вии белков клетки-хозяина [75]. Хэй Р. и Хэй Дж. [101] наблю¬ 
дали миграцию а-белков в ядро и их прочное связывание с кле¬ 
точным хроматином. При физиологических условиях белок а4 Р „ 
так же как и белки а0 и а27, имеют низкую растворимость [328; 
М. Ackerman, В. Roizman, L. Pereira, в печати), поэтому надо 
специально проверять, происходит ли именно связывание или 
просто осаждение белка на волокнах ДНК. Ниже будут подроб¬ 
но изложены данные о мутантах с делецией гена а22. О функции 
белков а0, а27 и а47 ничего не известно. 

Функции нескольких р-белков, по-видимому, связаны с синте¬ 
зом вирусной ДНК. Белок рі8 имеет мол. массу ~ 120К. Он обла¬ 
дает сродством к одноцепочечной ДНК [248], причем связывание 
с ней носит кооперативный характер [269]. Мутанты с поврежде¬ 
ниями в этом гене неспособны синтезировать вирусную ДНК при 
непермиссивной температуре [41, 91]. Среди других р-белков 
можно упомянуть ТК [152], ДНК-полимеразу [239], ДНКазу 
[ИЗ, 146, 147, 206, 209, 242] и рибонуклеотидредуктазу [40, 126, 
127, 236]. Гены, кодирующие эти белки, были локализованы на 
генетических картах. За исключением ДНК-полимеразы [156^ 
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239], перечисленные белки были идентифицированы после их 
разделения в полиакриламидном геле в денатурирующих усло¬ 
виях. 

Хотя все эти ферменты дублируют функции клеточных фер¬ 
ментов, по ряду свойств они отличаются от последних. Вирусная 
ТК, например, характеризуется намного более широким набором 
субстратов по сравнению с соответствующим клеточным фермен¬ 
том. Хотя ТК рассматривается как пиримидиндезоксикиназа, в 
действительности она фосфорилирует и пуринпентозиды, и широ¬ 
кий набор нуклеозидных аналогов, которые клеточная киназа эф¬ 
фективно не фосфорилирует [132, 153, 155]. Эта особенность ви¬ 
русной ТК послужила основой для широкого использования нук¬ 
леозидных аналогов при изучении экспериментальной и естест¬ 
венной герпетической инфекции. Присутствие гена ТК существен¬ 
но для нормального размножения вируса при экспериментальной 
инфекции [72, 310], но не в клеточной культуре [152]. Это 
обстоятельство было использовано в ходе проводимого в послед¬ 
ние годы изучения структуры генома HSV [235, 237, 238]. Мутан¬ 
ты с повреждениями в гене ТК подразделяются на несколько 
групп. Некоторые из них теряют способность синтезировать 
функционирующую ТК, тогда как другие производят слишком 
малые количества фермента или производят фермент с более уз¬ 
кой субстратной специфичностью, который не фосфорилирует 
аналоги, используемые в целях отбора [50, 72, 240, 305]. Некото¬ 
рые герпесвирусы (например, ЕВѴ, СМѴ) не имеют своей специ¬ 
фической ТК. 

ДНК-полимераза и рибонуклеотидредуктаза тоже отличаются 
от соответствующих клеточных ферментов. ДНК-полимераза 
послужила объектом особенно многочисленных исследований 
вследствие ее необычайной чувствительности к ряду соединений, 
таких, как фосфоноацетат и фосфоноформиат. Описаны темпера¬ 
турочувствительные мутанты HSV по ДНК-полимеразе [39, 250], 
некоторые из них устойчивы по отношению к ряду лекарственных 
препаратов, в том числе к фосфоноацетату [133, 249] и аналогам 
нуклеозидов (например, ацикловиру) [46], ингибирующим виру¬ 
сы дикого типа. 

р-Полипептиды участвуют в отключении синтеза а-белков и 
клеточных белков и в индукции у-генов [118, 120]. 

Большинство идентифицированных к настоящему времени 
у-белков являются компонентами вириона: на долю у-белков при¬ 
ходится около половины известных продуктов генов HSV. Как 
указывалось ранее, структурные белки были идентифицированы 
как компоненты, выделяемые вместе с вирионами и капсидами. 
Однако определенно известна функция всего лишь нескольких 
структурных белков. Некоторые структурные белки, синтезируе¬ 
мые на поздних стадиях инфекции, функционируют на ранних 
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стадиях; один или несколько из таких структурных белков спо¬ 
собствуют освобождению вирусной ДНК из капсидов и прохож¬ 
дению ее через ядерные поры [12], участвуют в процессе отклю¬ 
чения синтеза клеточных белков сразу после заражения [71, 253 J 
и индуцируют экспрессию a -генов [И, 238]. 


Применение генетических методов 

для идентификации функции генных продуктов 

Ключевым моментом в распознавании функций вируса и в оп¬ 
ределении расположения кодирующих их генов на генетических 
картах является использование /5-мутантов. К настоящему вре¬ 
мени идентифицировано около 30 комплементационных групп 
(см. [324]), — это уже само по себе выдающееся достижение, ес¬ 
ли учесть трудности отбора, тестирования и разнесения мутан¬ 
тов по комплементационным группам. /5-Мутанты оказались не¬ 
обычайно полезны для картирования генов. Тем не менее этот 
подход к установлению вирусных функций и картированию соот¬ 
ветствующих генов наталкивается на целый ряд трудностей. 

Во-первых, многие вирусные гены, по-видимому, не играют 
существенной роли для размножения вируса в клеточной культу¬ 
ре в неселективных условиях. К ним относятся ген ТК, по край¬ 
ней мере один из генов гликопротеинов (gC) и, возможно, ген 
компонента вириона, отвечающего за отключение клеточных син¬ 
тезов. Несмотря на все попытки ввести условно-летальные мута¬ 
ции по a -генам, положительного результата удалось добиться 
только для гена а4. Это свидетельствует либо о том, что многие 
из этих генов несущественны для размножения вируса в клеточ¬ 
ной культуре, либо о том, что участки генов, важные для их 
функции, очень малы. Менее правдоподобное объяснение заклю¬ 
чается в том, что почти все мутации такого рода оказываются 
безусловно-летальными. Как бы то ни было, выяснить функции 
этих генов путем конструирования условно-летальных мутантов 
не удалось. 

Во-вторых, условно-летальные мутанты (например, /5-мутан¬ 
ты), полученные неспецифическими мутагенными воздействиями, 
часто содержат большое число молчащих нелегальных мутаций 
как по существенным, так и по несущественным генам. Это не 
вызывает особых проблем, если можно сопоставить функции ге¬ 
на, затронутого /5-мутацией при пермиссивных и непермиссивных 
температурах. Например, неспособность к синтезу вирусной ДНК 
при непермиссивной температуре легко обнаруживается даже в 
присутствии молчащих мутаций, которые меняют характер синте¬ 
за белков и при пермиссивных, и при непермиссивных температу¬ 
рах. Проблема становится намного более серьезной, хотя ее часто 
игнорируют, когда такое сопоставление оказывается невозмож- 

14 * 



212 Глава 29 


ным: например, такие ситуации возникают, когда нужно прове¬ 
рить способность /s -мутантов к латентному существованию в ге¬ 
номе животного, температура тела которого непермиссивна для 
роста таких мутантов. 

В-третьих, влияние побочных нелетальных мутаций можно в 
принципе устранить, если использовать сайт-специфический му¬ 
тагенез. Так, одним из способов введения специфической мута¬ 
ции является трансфекция клеток интактной вирусной ДНК ди¬ 
кого типа вместе с фрагментом ДНК, содержащим мутантный 
ген, в результате чего этот ген включается в геном потомства ви¬ 
руса. Описаны случаи, когда геном вируса после такой трансфек¬ 
ции содержал ^-повреждения генов в отдаленных сайтах. Это 
свидетельствует о возможности рекомбинации введенных фраг¬ 
ментов с короткими, частично гомологичными нуклеотидными 
участками, в результате чего нуклеотидная последовательность в 
соответствующих сайтах изменяется. Как и следовало ожидать, 
при этом возможно как возникновение, так и утрата мутации. 

В-четвертых, возможность использования /s -мутантов частич¬ 
но зависит от эффективности их высевания при пермиссивных и 
непермиссивных температурах. Мутанты, дающие большую раз¬ 
ницу в эффективности высевания вируса при пермиссивных и 
непермиссивных температурах, могут иметь несколько точечных 
мутаций. Хотя присутствие множественных мутаций в одном и 
том же гене не должно оказывать влияния на картирование гена 
и идентификацию его функции, из-за него могут возникать труд¬ 
ности при картировании функциональных доменов генного про¬ 
дукта. 

В-пятых, повреждение, внесенное в областях, принадлежащих 
одновременно нескольким генам, трудно соотносить с дефектами 
в функционировании того или иного специфического генного про¬ 
дукта. 

Пост и Ройзман [237] предложили способ, с помощью кото¬ 
рого можно идентифицировать гены, не существенные для раз¬ 
множения вируса в клеточной культуре. Этот способ, основанный 
на использовании селективного маркера (например, ТК), заклю¬ 
чается в следующем. Путем трансфекции клеток интактной ДНК 
дикого типа и фрагментом, содержащим делецию по гену ТК, 
авторы получали потомство вируса HSV-1 с делецией гена ТК 
(ТК“). Далее, для проверки того, является ли какой-либо ген 
существенным для размножения в клеточной культуре, клетки 
трансфицировали геномной ДНК ТК”-вируса и фрагментом, в 
котором в тестируемый ген вставлен нормальный ген ТК. Если 
потомство, отобранное по ТК + -фенотипу, несет вставленный 
ТК-фрагмент в соответствующей части вирусного генома, то это 
свидетельствует о том, что обрыв тестируемого гена не влечет за 
собой нарушения существенной функции. В качестве следующего 
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шага можно удалить весь этот ген или его часть путем совмест¬ 
ной трансфекции клеток интактной ДНК, содержащей ТК-встав- 
ку, и фрагментом, содержащим делецию в исследуемом гене, с 
последующим отбором ТКг-потомства. Таким способом сконст¬ 
руировали вирусы, содержащие делецию по гену а22 и провели 
отбор вирусов, лишенных внутренних инвертированных повторов, 
в состав которых входили гены аО и а4 [235, 237]. Очевидно, эта 
процедура применима лишь к несущественным генам, которые не 
перекрываются с существенными. 

Другой потенциально полезный прием заключается во введе¬ 
нии в клетки экспрессируемых векторов, содержащих индивиду¬ 
альные вирусные гены под контролем природных или искусствен¬ 
ных промоторов. Примером служит ген ТК, который вводили под 
контролем собственного и под контролем множества других ви¬ 
русных и клеточных промоторов [28, 166, 192, 327]. Помимо ге¬ 
на ТК HSV-1 существует ряд других легко экспрессируемых ви¬ 
русных генов, которые можно вводить в клетки эукариот, в част¬ 
ности несколько генов гликопротеинов [22, 191, 272]. Наконец, 
с помощью подобного рода экспрессируемых векторов, несущих в 
себе сигнал амплификации ДНК и энхансерные последователь¬ 
ности, усиливающие транскрипцию генов герпесвирусов, можно 
получить множество сведений о функциях вирусных генов и под¬ 
готовить путь к конструированию стабильных мутантов, содер¬ 
жащих делеции специфических генов. 

Регуляция экспрессии вирусных генов 

Сложный характер размножения герпесвирусов и наблюдае¬ 
мая наряду с этим воспроизводимость хода этого процесса уже с 
давних пор навели на мысль о строгой регуляции всех происхо¬ 
дящих при этом событий [256]. Механизм регуляции репликации 
вирусов остается интереснейшей областью исследований. 

Как отмечалось ранее, регуляция экспрессии генов герпесви¬ 
русов работает по принципу каскада. В случае HSV он сводится 
к тому, что продукты a -генов вызывают индукцию |3-генов, про¬ 
дукты (3-генов выключают экспрессию сс-генов и индуцируют экс¬ 
прессию у-генов, а продукты у-генов выключают экспрессию 
(3-генов и сразу же вслед за началом нового раунда заражения 
индуцируют экспрессию a -генов [И, 12, 118, 120, 238]. Имеющие¬ 
ся данные указывают, что количество генных продуктов регули¬ 
руется независимо и процесс регуляции охватывает как транс¬ 
крипционный, так и посттранскрипционный уровни. В предыду¬ 
щем разделе были описаны ход синтеза белков в процессе ин¬ 
фекции и свойства некоторых ключевых белков HSV, участвую¬ 
щих в процессах регуляции. Стали известны отдельные стороны 
регуляции репликации HSV, которые могут служить по меньшей 
мере ориентирами в изучении общих механизмов репликации. 
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1. Включение генов HSV содержит в себе три элемента: ви- 
рус-специфический транс-действующий сигнальный белок (или 
несколько белков); цис-действующие регуляторные и промотор¬ 
ные последовательности и целый ряд факторов и ферментов, не¬ 
обходимых для осуществления транскрипции. 

2. Транс-действующий сигнал, необходимый для индукции 
a -генов, по-видимому, заложен в одном или нескольких структур¬ 
ных белках вируса. Этот вывод следует из того, что химерные 
гены, состоящие из структурной части гена ТК HSV-1, слитой с 
а-промоторными регуляторными областями HSV-1, после того 
как они встроены в геном клетки и придают ей ТК + -фенотип, ин¬ 
дуцируются в условиях, которые препятствуют синтезу белков, 
кодируемых суперинфицирующим вирусом [11, 238]. Все а-гены 
содержат два набора общих последовательностей в регулятор¬ 
ных областях (рис. 29.6). Наибольшее внимание привлекают 
(G+C) -богатые почти идеальные инвертированные повторы, рас¬ 
сеянные в виде многих копий возле гена а27 и выше сайта нача¬ 
ла транскрипции а-генов [181]. В меньшем числе представлены 
относительно (А+Т)-богатые последовательности, присутствую¬ 
щие в регуляторных областях a -генов в одной или нескольких 
копиях [181—183]. Проводимые в настоящее время исследова¬ 
ния (Т. Kristie, В. Roizman, неопубликованные данные) указыва¬ 
ют, что последовательности, содержащие этот (А+Т)-богатый 
гомолог, наделяют конструкции из промотора и структурной час¬ 
ти гена ТК способностью подвергаться регуляции подобно а-ге- 
ну; (G+C) -богатые области определяют конститутивный уровень 
экспрессии генов. Природу и функцию транс-действующего сиг¬ 
нала, а также его способность к взаимодействию с регуляторной 
последовательностью и (или) с каким-либо клеточным фактором 
еще предстоит выяснить. 

3. По крайней мере одним из транс-действующих белков, не¬ 
обходимых для синтеза |3- и у-белков в ходе инфекции и для ам¬ 
плификации синтеза р- и у-белков под контролем встроенных в 
клеточный геном вирусных генов, является белок а4. Это под¬ 
тверждается хотя бы тем, что p -гены, не экспрессируемые интакт¬ 
ной ДНК при заражении в отсутствие функционирующего 
а4-белка [55, 157, 172, 241], в то же время экспрессируются, ког¬ 
да присутствуют в клетке в виде резидентных, или «временных», 
генов [238, 327]. Какая регуляция свойственна p -генам: положи¬ 
тельная, отрицательная или та и другая? Ответ на этот вопрос 
пока неизвестен. Клетки, несущие резидентные p -гены (напри¬ 
мер, ТК), обычно как раз и отбираются по экспрессии этих генов 
и поэтому могут быть использованы для отбора клеток, экспрес¬ 
сирующих p -гены в отсутствие продукта гена а4. Поступило не¬ 
ожиданное сообщение о том, что белок а4 и эквивалентный ему 
продукт вируса псевдобешенства индуцируют не только р-гены 
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Рис. 29.6. Нуклеотидная последовательность промоторно-регулярторной обла¬ 
сти и некодирующая лидерная последовательность а-гена 4. Нематричная по¬ 
следовательность простирается от пары оснований —332 (слева) до пары +183 
(справа). Указан каждый номер, кратный 100. Каждый десятый нуклеотид пос¬ 
ле сайта инициации транскрипции отмечен звездочкой или отделен пробелом. 
Сам сайт инициации транскрипции, идентифицированный на генетической кар¬ 
те путем S1 -анализа [179], отмечен номером +1. Начиная с пары —266, рас¬ 
полагается гомолог ТАТА; его 5'-конец выделен жирной точкой. Последова¬ 
тельности главных инвертированных повторов представлены в виде крестооб¬ 
разных структур, снабженных цифрами; черточками сбоку указана возмож¬ 
ность альтернативного спаривания оснований. Подчеркнуты гомологичные АТ- 
и GC -богатые повторяющиеся последовательности. Их функции обсуждаются 
в тексте. 


герпесвирусов, но также гены аденовирусов и клеточные гены 
(например, ген р-глобина), введенные в клетку путем трансфек¬ 
ции [68, 96, 212]. Согласно широко распространенному мнению, 
белок а4 служит мошным индуктором, который может модифи- 
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цировать продукты клеточных генов и взаимодействовать с регу¬ 
ляторными последовательностями ДНК, а в случае, когда наблю¬ 
дается индукция ранних генов аденовируса, белок а4 выполняет 
функцию продукта аденовирусного гена Е1А. Это мнение вызы¬ 
вает возражение по следующим четырем причинам: ранние гены 
аденовируса могут экспрессироваться и в отсутствие продукта 
гена Е1А [21, 212]; мутации по гену Е1А не являются условно¬ 
летальными в отличие от мутаций по гену а4 HSV и эквивалент¬ 
ному гену вируса псевдобешенства [21, 137]; отсутствие специ¬ 
фичности индуцированных генов не воспроизводится в реципрок- 
ных экспериментах — ни аденовирус, ни вирус псевдобешенства 
не индуцируют |3-гены HSV [11]; нет никаких убедительных объ¬ 
яснений тому, что продукты генов вируса герпеса индуцируют 
только гены, введенные в клетку путем трасфекции, и не индуци¬ 
руют природные хромосомные гены. Очевидно, ответы на постав¬ 
ленные вопросы приблизят выяснение истинного механизма дей¬ 
ствия гена а4 и эквивалентного ему гена вируса псевдобешенст¬ 
ва. 

4. Пока ничего не известно ни о продукте транс-действующего» 
гена, ни о цис-действующих последовательностях ДНК, вовлечен¬ 
ных в индукцию у-генов. Сообщалось, что химерные гены, полу¬ 
ченные путем слияния регулятора уі5-промотора с геном ТК, на 
основе которых получена линия клеток с ТК + -фенотипом, ведут 
себя точно так же, как и истинные (3-гены [55]. В то же время 
вставка в ДНК HSV-1 у 2 -промотора с 5'-конца в подходящей 
ориентации относительно структурной части гена ТК превращает 
этот ген в у-ген в том плане, что индукция ТК блокируется фос- 
фоноацетатом — ингибитором синтеза вирусной ДНК (S. Silver* 
В. Roizman, в печати). Индукция природной |3-ТК не ингибирует¬ 
ся, а лишь усиливается фосфоноацетатом [170]. 

5. Представления о системах посттранскрипционного контро¬ 
ля основаны на сообщениях о регуляции процесса транспорта 
вирусных транскриптов в цитоплазму [138, 139, 161]. Отмечено* 
например, что степень генетической сложности РНК, накапли¬ 
вающейся в ядрах клеток, зараженных HSV в присутствии цик¬ 
логексимида и поддерживаемых в среде, содержащей циклогек¬ 
симид, существенно выше, чем в цитоплазме. Впрочем, четкая 
интерпретация этих данных пока отсутствует. Например, так и 
не удалось показать комплементарность РНК в ядрах заражен¬ 
ных клеток, обработанных циклогексимидом, каким-либо (3-генам 
(например, ТК) [172]; поэтому, возможно, накапливающиеся в 
ядрах транскрипты — это случайные транскрипты с различных 
участков ДНК, неспецифичные по отношению к (3- или у-генам. 

6. Представления о регуляции на уровне трансляции основаны 
на нескольких наблюдениях. Особо следует отметить, что и по¬ 
давление синтеза белков хозяина структурными компонентами 
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вириона сразу после заражения [70, 214, 253], и подавление син¬ 
теза продуктов a -генов появляющимися позднее вирусными фак¬ 
торами [69, 118] относятся к трансляционным событиям — они 
происходят даже при физической или химической энуклеации 
клеток. Важный факт установлен в работах Рида и Френкеля 
[253]: он заключается в том, что структурные компоненты ви¬ 
риона оказывают ингибирующее действие на синтез и клеточных, 
и а-белков, поскольку мутанты, вирионы которых неспособны 
отключать клеточные гены, образуют продукты a -генов в боль¬ 
шем количестве, чем вирусы дикого типа. Высказано предполо¬ 
жение, что мРНК генов, отключаемых по мере перехода от экс¬ 
прессии a -генов к экспрессии (3- и далее у-генов, остаются связан¬ 
ными с полисомами. Недавно Джонсон и Спеар [136] элегантно 
показали, что функционально активная мРНК гликопротеина D, 
одного из уі-полипептидов, продолжает накапливаться в цито¬ 
плазме и после того, как скорость синтеза gD начинает резко па¬ 
дать. 

Синтез вирусной ДНК, сборка 
и выход вируса из зараженной клетки 

Репликация вирусной ДНК 

Отличительной особенностью герпесвирусов, которой нет ни 
у каких других ядерных ДНК-содержащих вирусов, является не¬ 
обычно большое число кодируемых ими ферментов, вовлеченных 
в синтез ДНК. Хотя последовательность событий при репликации 
вирусной ДНК в общих чертах известна, многие детали этого 
процесса еще предстоит изучить. В клетках, зараженных HSV, 
синтез вирусной ДНК обнаруживается примерно через 3 ч после 
заражения и продолжается по меньшей мере 9—12 ч [263, 265]. 
ДНК синтезируется в ядре, но о кинетике синтеза ДНК судить 
трудно из-за возрастания пула дезоксинуклеозидтрифосфатов, 
достигающего насыщения на ранних стадиях заражения. Поэто¬ 
му, если измерять скорость синтеза вирусной ДНК путем исполь¬ 
зования меченых дезоксинуклеозидов, она оказывается макси¬ 
мальной уже на относительно ранних стадиях инфекции. 

По крайней мере в клетках, зараженных HSV-1, репликации 
подвергается лишь небольшая часть всей ДНК родительского ви¬ 
руса. Импульсно-меченая ДНК не содержит свободных концов, 
т. е. она имеет либо кольцевую, либо конкатемерную («голова-к- 
хвосту») форму [129, 130]. Меченые предшественники включают¬ 
ся в молекулы, осаждающиеся с большей скоростью, чем интакт¬ 
ная двухцепочечная ДНК. В щелочном градиенте плотности са¬ 
харозы полосы меченой ДНК в основном обнаруживаются в по¬ 
зициях, характерных для небольших одноцепочечных фрагмен- 
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тов. Сразу же после начала синтеза вирусной ДНК в полосах, 
соответствующих по положению в градиенте вирусной ДНК, об¬ 
наруживается родительская ДНК, а также кольцевые и разветв¬ 
ленные линейные формы. Далее по ходу репродуктивного цикла 
эти формы ДНК сменяются крупными, быстро седиментирующи- 
ми клубками ДНК. Имеющиеся данные указывают, что ДНК гер- 
песвирусов, по крайней мере на поздних стадиях инфекции, реп¬ 
лицируется по механизму катящегося кольца [17, 129]. 

Первые данные о положении начальной точки репликации 
ДНК в геноме HSV были получены при изучении структуры де¬ 
фектных геномов [80, 275]. Позднее в качестве начальных точек 
репликации стали рассматривать те последовательности, которые 
должны входить в состав фрагмента ДНК HSV и обеспечивать 
его амплификацию в пермиссивных клетках, подвергшихся транс¬ 
фекции этим фрагментом вместе с интактной вирусной ДНК в 
роли помощника [201, 313]. Если принять это определение, то 
HSV-1 и, вероятно, HSV-2 содержат три начальные точки репли¬ 
кации ДНК. Две из них попадают в инвертированную с-последо- 
вательность S -компонента [8, 176, 201, 301, 302, 313], тогда как 
третья находится в середине L -компонента вблизи генов, коди¬ 
рующих главный ДНК-связывающий белок (р8) и ДНК-полиме- 
разу [78, 177, 289]. 

Секвенирование начала репликации S -компонента [210, 302, 
320] дало основание сделать вывод о том, что все функции нача¬ 
ла репликации сосредоточены в отрезке ДНК длиной 90 Ьр, в со¬ 
став которого входит почти идеально палиндромная АТ-богатая 
последовательность длиной 45 Ьр. Поскольку участки начала реп¬ 
ликации в составе S -компонента содержатся внутри повторов, 
можно ожидать, что они идентичны. Относительно нуклеотидной 
последовательности начала репликации в составе L -компонента 
известно очень немного, однако никакой гомологии фрагментов, 
содержащих начальные точки репликации в S- и L -компонентах, 
не обнаружено. Практически ничего не известно о том, как функ¬ 
ционируют эти участки. Особенно важно установить, функциони¬ 
руют ли какие-то из них или все они непосредственно в процессе 
репликации вирусной ДНК и насколько они эквивалентны или 
подчинены друг другу. Отметим здесь, что в некоторых случаях 
петли в реплицирующейся ДНК HSV не совпадают с расположе¬ 
нием начальных точек репликации, как они определены выше 
[15]. Начальные точки репликации в составе S -компонента рас¬ 
полагаются выше сайтов инициации транскрипции а-генов 4, 22 
и 47 [1, 179, 322] и в то же время отличаются от главных после¬ 
довательностей, регулирующих экспрессию этих генов [43, 181 — 
183, 201]. 
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Созревание (или процессинг) ДНК 
и сборка вирионов 

Сборка вирионов герпесвирусов состоит из следующих стадий. 

1. Сборка пустых капсидов, накапливающихся в ядре. 

2. Новосинтезированная вирусная ДНК процессируется и упа¬ 
ковывается в уже сформировавшиеся пустые капсиды. Созрева¬ 
ние, или процессинг, включает в себя разрыв вирусной ДНК, не 
имевшей свободных концов, — кольцевой или конкатемерной; 
возможна также инверсия L- и S -компонентов (характерная для 
HSV). В клетках, зараженных вирусом псевдобешенства, выявле¬ 
на генетическая связь между разрывом и упаковкой вирусной 
ДНК [163]; однако очевидно, что у мутантов с повреждениями 
в системе, обеспечивающей разрыв ДНК в ходе ее созревания, и 
должен быть нарушен процесс упаковки ДНК. Белки, ответствен¬ 
ные за эту функцию, пока не обнаружены. Правда, были предва¬ 
рительные сообщения об идентификации белков, специфически 
связывающихся с a -последовательностями, и о содержащемся в 
капсиде белке ѴР19С(ІСР32), который связывается с вирусной 
ДНК [25]. Отсюда возникло предположение, что для разрыва и 
упаковки ДНК необходима вирусная а-последовательность 
[176]; оно получило дальнейшее подкрепление в ходе изучения 
дефектных геномов; в настоящее время показано, что упаковы¬ 
вается правильно нарезанная ДНК, разрыв при нарезании прихо- 
ходится на a -последовательность и a -последовательность необхо¬ 
дима для размножения дефектных геномов [302; Spaete, Frenkel, 
личное сообщение]. 

Согласно упрощенной модели, основанной на структуре кон¬ 
цов ДНК HSV-1, разрыв молекул-предшественников с образова¬ 
нием нужных для упаковки фрагментов стандартной длины про¬ 
исходит во второй дистальной последовательности DR1 на конце 
S -компонента, причем эта последовательность DR1 —общая для 
двух соседних а-последовательностей [200]. Что же случится, 
если соединяющий фрагмент будет содержать только одну а-по¬ 
следовательность? Один из правдоподобных ответов состоит в 
том, что такой вариант исключен, поскольку созревание новосин¬ 
тезированной ДНК всегда включает в себя амплификацию а-по¬ 
следовательностей (L. Deiss, N. Frenkel, в печати). Возможно, 
инверсия L- и S -компонентов HSV является следствием этого же 
процесса. 

3. Сформировавшиеся в ядре ДНК-содержащие капсиды при¬ 
крепляются к модифицированным внутренним ламеллам ядерной 
мембраны, из которых формируется оболочка вируса. Подчерк¬ 
нем, что речь идет именно о ДНК-содержащих капсидах, по¬ 
скольку, как это следует из электронно-микроскопических наблю¬ 
дений, образование оболочки вокруг пустых капсидов происходит 
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очень редко. Правда, отсюда вовсе не следует, что ДНК, содер¬ 
жащаяся в «одетых» капсидах, всегда соответствует по длине 
полноразмерной молекуле ДНК HSV [262]. Отметим в этой же 
связи данные Влажны и др. [314], согласно которым, капсиды с 
фрагментами ДНК HSV, по размеру меньшими, чем полный ге¬ 
ном, удерживаются в ядре. Все это можно объяснить, если вспом¬ 
нить, что поверхность ДНК-содержащих капсидов покрыта моле¬ 
кулами белка ѴР22 (ІСР35) [25, 89], которого нет в пустых кап¬ 
сидах. Напрашивается предположение, что капсиды, лишенные 
этого белка, не способны связываться с модифицированными 
внутренними участками ядерной мембраны. 

4. Эти модифицированные участки на электронно-микроско¬ 
пических снимках выглядят как достаточно толстые выпуклые 
или вогнутые структуры. Поскольку одетые в оболочку вирионы 
не содержат клеточных мембранных белков, можно считать эти 
модифицированные участки агрегатами вирусных мембранных 
белков, к числу которых, вероятно, относятся и вирусные белки, 
локализованные на наружной поверхности, и якорные и тегумент- 
ные белки, находящиеся на внутренней поверхности. 

5. Относительно места, где вирионы герпесвирусов покрыва¬ 
ются оболочкой, нет единого мнения. Почти все исследователи 
согласны, что начальная стадия этого процесса протекает на 
внутренних ламеллах. Вместе с тем многие авторы наблюдали 
капсиды на модифицированных участках цитоплазматических 
мембран в момент их одевания (или раздевания) и отсюда сде¬ 
лали вывод, что оболочка вируса формируется в цитоплазме. 
Стэкпоул [298] выдвинул идею, согласно которой капсиды оде¬ 
ваются в оболочку на внутренних ламеллах, на внешних ламел¬ 
лах выходят из оболочки и снова одеваются, когда попадают в 
эндоплазматический ретикулум; выход вируса в межклеточное 
пространство либо сопровождается новым одеванием вируса уже 
на плазматической мембране, либо представляет собой процесс 
слияния пузырьков, несущих в себе одетый в оболочку вирус, с 
плазматической мембраной. Большое число частиц, одеваемых 
в оболочку в цитоплазме, — достаточно серьезный факт, с кото¬ 
рым нельзя не считаться. 

Следует отметить, что на тонких срезах формирование оболоч¬ 
ки вокруг капсида на ядерной мембране наблюдается исключи¬ 
тельно редко; видимо, процесс одевания капсида в оболочку про¬ 
текает очень быстро. Поскольку каждый капсид, одевающийся в 
оболочку в цитоплазме, должен пройти через процесс одевания и 
раздевания в ходе переноса через ядерную мембрану, несовпаде¬ 
ние числа капсидов, одеваемых в оболочку на ядерных и цито¬ 
плазматических мембранах, может объясняться либо тем, что 
скорость одевания капсида на ядерных мембранах много выше, 
чем на цитоплазматических, либо тем, что капсиды, скапливаю- 
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щиеся на цитоплазматических мембранах, являются артефактом^ 
и представляют собой капсиды, теряющие оболочку, или капси¬ 
ды, одевание которых было прервано. Таким образом, принципи¬ 
ально важный вопрос о том, являются ли полуодетые цитоплаз¬ 
матические капсиды промежуточными продуктами процесса оде¬ 
вания или просто дефектными структурами, частично утративши¬ 
ми оболочку, пока остается без ответа. Интересно, что полуоде¬ 
тые цитоплазматические капсиды преобладают в линиях непре¬ 
рывно делящихся клеток и сравнительно редки в первичных ди¬ 
плоидных клетках человека. 

Выход из клетки 

В цитоплазме интактные одетые вирусные частицы обычно 
находятся в везикулах, окруженных мембранами [51, 123]. Это 
вполне естественно, поскольку структуры, окруженные слоем гли¬ 
копротеинов, вряд ли могут быть стабильны в незащищенном ви¬ 
де в цитоплазме. На нескольких электронных микрофотографиях 
были видны трубчатые структуры; возможно, в некоторых клет¬ 
ках рассматриваемые структуры представляют собой цистерны 
цитоплазматического ретикулума, соединенные с плазматической 
мембраной [277]. Высказывалось предположение, что выход ви¬ 
руса из клетки идет по механизму, близкому к обратному фаго¬ 
цитозу,— имеется в виду направление движения, а не его меха¬ 
ника. Как предполагают Джонсон и Спеар [134] на основании 
опытов с использованием монензина, вирионы секретируются че¬ 
рез аппарат Гольджи, следуя по тому же пути, что и секретируе¬ 
мые растворимые белки [135]. 


Роль вирусных гликопротеинов в процессах сборки, 
приобретения инфекционной активности 
и выхода вируса из зараженных клеток 

В клетках, зараженных HSV, все идентифицированные к на¬ 
стоящему времени вирусные мембранные белки оказались глико¬ 
зилированы. В то же время в клетках, зараженных ЕВѴ и дру¬ 
гими герпесвирусами, найден негликозилированный мембранный 
белок. 

Согласно имеющимся данным, биосинтез гликопротеинов гер- 
песвирусов в общих чертах идет так же, как и биосинтез глико- 
зилированных белков эукариотических клеток [34, 291]. Негли¬ 
козилированные предшественники мембранных белков герпесви- 
русов синтезируются на полисомах, связанных с шероховатым 
эндоплазматическим ретикулумом. Процесс гликозилирования 
включает в себя и трансляционные, и посттрансляционные собы¬ 
тия. Так, N -гликозилирование инициируется переносом ранее 
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сформировавшихся гликанов [ (глюкоза) 3 — манноза— (N -аце- 
тилглюкозамин) 2 ] с долихолфосфатного липидного переносчика 
на остатки аспарагина в составе последовательности Asn — X — 
Thr/Ser новосинтезированного полипептида (на месте X может 
стоять любая аминокислота) [173, 188, 309]. После этого олиго- 
сахаридные цепи по мере прохождения через аппарат Гольджи 
укорачиваются глюкозидазами, маннозидазами и т. д., что приво¬ 
дит к образованию полиманнозильных цепей, часто называемых 
высокоманнозными гликанами [125, 296]. Эти гликаны под дей¬ 
ствием гликозилтрансфераз чаще всего превращаются в гликаны 
сложного типа, содержащие пентасахаридный ствол [ (манно¬ 
за) з— (Х-ацетилглюкозамин) 2 ] и ряд боковых ответвлений, 
имеющих состав: сиаловая кислота — галактоза — глюкозамин. 
Фукоза в тех случаях, когда она присутствует, присоединяется к 
уже сформированным цепям [124]. О-Гликозилирование наблю¬ 
дается реже [35, 134, 213, 220, 283]; оно инициируется переносом 
N -ацетилгалактозамина на гидроксильную группу треонина или 
серина, после чего в аппарате Гольджи добавляются еще галак- 
тозамин, N -ацетилглюкозамин, фукоза и сиаловая кислота [20]. 
Степень гликозилирования и конкретная структура сложных 
гликанов зависят от конформации белка вблизи сайта гликозили¬ 
рования, поскольку от этого зависит доступность белка фермен¬ 
там, участвующим в процессинге. Конформационными характе¬ 
ристиками белка может объясняться и гетерогенность гликанов, 
присоединенных к данному белку. 

Информация о структуре гликанов HSV собрана в обзорах 
[34, 291]. Известно, например, что в составе гликопротеинов, ко¬ 
дируемых HSV-1, найдены и высокоманнозные N -связанные, и 
О-связанные, и сложные гетерогенные гликаны. Пока нет данных, 
которые указывали бы на то, что для превращения негликозили- 
рованных предшественников в полностью гликозилированные мо¬ 
лекулы необходим синтез вирус-специфических ферментов, но 
нельзя исключить, что вирусом кодируются по крайней мере не¬ 
которые ферменты, сходные по функции с ферментами хозяев. 

Пока ничего не известно о роли О-гликозилирования глико¬ 
протеинов герпесвирусов и об условиях, необходимых для его 
протекания. N -гликозилирование необходимо для инфекционно- 
сти вируса. Это следует из того, что туникамицин, блокирующий 
N -гликозилирование, препятствует одеванию вируса в оболочку 
[225, 231, 232]. Превращение высокоманнозных гликанов в гли¬ 
каны сложного типа, по-видимому, необходимо для выхода вируса 
из зараженной клетки, но не для самой инфекционности [35, 134, 
160, 279]. Индуцируемое HSV слияние клеток тоже требует усло¬ 
вий, благоприятствующих формированию сложных гликанов, но 
в этом случае неясно, должны ли сложные гликаны входить в со¬ 
став вирусных гликопротеинов, присутствовать на поверхности 
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зараженных клеток или на поверхности как зараженных, так и 
тех незараженных клеток, с которыми сливаются зараженные 
при формировании поликариоцитов. 


Судьба зараженной клетки 

Общие замечания 

Клетки, продуктивно заражаемые герпесвирусами, не выжи¬ 
вают. Почти с самого начала репродуктивного цикла зараженные 
клетки подвергаются крупным структурным и биохимическим 
изменениям, в конце концов приводящим к их разрушению. 


Структурные изменения 

Как это подробно описано в обзоре [262], самые ранние изме¬ 
нения происходят с ядрышком; оно увеличивается в размере, сме¬ 
щается ближе к ядерной мембране и в конце концов распадается 
на фрагменты. Параллельно происходит маргинация клеточных 
хромосом, а на более поздних стадиях заражения наблюдаются 
искажение формы ядра и его сегментация. Такого рода искаже¬ 
ния и появление разного рода «выростов» ранее ошибочно прини¬ 
мали за амитотическое деление [142, 278]. Маргинация хромосом 
не всегда сопровождается их разрывами, о которых сообщали 
многочисленные исследователи, но они возможны [262]. 

Для поздних стадий заражения характерно изменение вида 
клеточных мембран, в особенности ядерных. На внутренней по¬ 
верхности мембраны (обращенной к нуклеоплазме или цитоплаз¬ 
ме, но не к просвету между внутренними и внешними ламеллами 
или к просвету цистерн эндоплазматического ретикулума) проис¬ 
ходит накопление материала и формирование утолщений вдоль 
мембраны. В конце концов утолщенные участки ядерной мембра¬ 
ны сливаются и накладываются один на другой, создавая впечат¬ 
ление редупликации мембран. 


Метаболизм клеточных макромолекул 

Для клеток, зараженных герпесвирусами, характерно быстрое 
выключение метаболизма собственных макромолекул уже на 
ранней стадии заражения. Например, прекращается синтез кле¬ 
точной ДНК, как это наблюдается при заражении вирусом псев¬ 
добешенства [18, 144], HSV [5, 263], ЕНѴ-1 [219] и ЕВѴ 
86, 217]. Очень быстро падает также синтез клеточных белков 
'265, 306, 307] и одновременно прекращается ^х гликозилирова- 
ние [106, 109, 295]. 
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Влияние продуктивного заражения на метаболизм клеточной 
РНК представляется более разнообразным [262]. Спад синтеза 
РНК относится не ко всем видам РНК. Синтез 4S-PHK ингиби¬ 
руется сильнее, чем синтез РНК, более крупных чем 28S. Хотя 
синтез рибосомной РНК почти полностью подавляется, синтез и 
метилирование 455-предшественника рибосомной РНК продол¬ 
жается [317]. Синтез нерибосомных РНК тоже продолжается, но 
в синтезе белков эти РНК не используются [317]. 

Роль продуктов вирусных генов 

в подавлении метаболизма клеточных макромолекул 

Имеющиеся данные, относящиеся к экспрессии клеточных 
функций в зараженной клетке, в основном касаются синтеза кле¬ 
точных белков в клетках, зараженных HSV. Из этих данных сле¬ 
дует, что отключение синтеза белков протекает по меньшей мере 
в две стадии. 

Первая стадия, которую вначале подробно изучали Фенвик и 
Уокер [70] и затем Нишиока и Силверстейн [214—216], проте¬ 
кает при участии структурных вирусных белков и не требует син¬ 
теза новых белков. Например, отключение синтеза клеточных 
белков при заражении HSV наблюдается в клетках, подвергших¬ 
ся физической или химической энуклеации [69]; способность к 
такому отключению сохраняется у вируса, очищенного в гради¬ 
енте плотности, но утрачивается, если очищенный вирус подверг¬ 
ся тепловой инактивации или нейтрализации антителами. Отклю¬ 
чение клеточного синтеза идет намного быстрее и эффективнее 
при заражении HSV-2 по сравнению с HSV-1; это побудило ис¬ 
следователей к поиску с помощью рекомбинантов HSV-lxHSV-2 
генетического локуса, обеспечивающего ускорение процесса от¬ 
ключения при заражении вирусом HSV-2 [71]. Вероятно, самым 
сильным свидетельством в пользу существования структурных 
компонентов, отключающих синтез клеточных белков, послужило 
выделение u/zs -мутантов (от англ, virion host shutoff) HSV, не¬ 
способных отключать клеточный синтез полипептидов [253]. 

Вторая стадия наступает после того, как начинается синтез 
новых белков [69, 118, 120, 214, 216, 284]. Отключение клеточного 
синтеза совпадает по времени с синтезом (3-белков, но не исклю¬ 
чена также возможность, что оно все же определяется продукта¬ 
ми у-, а не (3-генов. 

Механизм, с помощью которого HSV различает синтез вирус¬ 
ных и клеточных белков и отключает последний, неизвестен. В се¬ 
рии изящных экспериментов Нишиока и Силверстейн показали, 
что в клетках, трансформированных вирусом лейкоза Френд пос¬ 
ле его индукции диметилсульфоксидом, деградация глобиновой 
мРНК сопряжена с синтезом белков HSV, тогда как распад кле- 
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точных полисом после заражения от него не зависит [214—216]. 
Рид и Френкель [253] предположили, что на ранних стадиях от¬ 
ключение синтеза белков компонентами вириона происходит без 
заметной дискриминации между синтезом вирусных и клеточных 
белков; они обнаружили, что в клетках, зараженных u/is -мутан- 
тами, синтез а-белков тоже усиливается. Это может означать, что 
на первой стадии действуют вирусные факторы, подавляющие 
синтез любых белков, и лишь на более поздней стадии появляют¬ 
ся продукты вирусных генов, способные к дифференцированному 
подавлению синтеза клеточных, но не вирусных белков. Физиоло¬ 
гическая роль ранней стадии подавления синтеза белков остается 
неясной; дело еще в том, что в природных условиях заражение 
клеток происходит при очень низком отношении числа вирусных 
частиц к числу клеток, тогда как для экспериментального изуче¬ 
ния подавления вириона компонентами синтеза клеточных бел¬ 
ков используют множественность заражения порядка 10 БОЕ/ 
клетка (>500 вирионов/клетка). 

Вообще говоря, наблюдавшиеся до сих пор изменения кле¬ 
точного метаболизма большей частью представляют собой круп¬ 
ные нарушения метаболизма макромолекул; возможно, что они 
отражают вызванные вирусом специфические изменения функции 
определенных макромолекул. Одним из них, возможно, является 
обусловленное вирусом усиление фосфорилирования одного из 
двух полипептидов, ассоциированных с малыми субчастицами ри¬ 
босом [70, 149]. Сообщалось также, что один из стабильных кле¬ 
точных белков с мол. массой ~130К после заражения теряет 
способность связываться с ДНК и что утрата этой способности 
сопряжена с действием поздних (|3 или у) генов HSV [3]. Пока 
трудно сказать, какое значение могут иметь все эти наблюдения, 
но они открывают новые возможности для отбора мутантов, с по¬ 
мощью которых в дальнейшем может проясниться значение для 
репродукции вируса происходящих при заражении модификаций. 

Вызванные вирусом изменения клеточных мембран 

Первые подозрения о модификации герпесвирусами клеточных 
мембран возникли после того, как были обнаружены мутанты ви¬ 
руса В обезьяны, а также PSV и HSV, которые отличались от ви¬ 
русов дикого типа по их воздействию на клетки. Если вирусы 
дикого типа обычно приводят к округлению и агрегации клеток, 
то мутантные вирусы вызывают слияние клеток в поликариоци- 
ты [255]. На основании этих наблюдений возникла идея о том, 
что герпесвирусы меняют структуру и антигенные свойства кле¬ 
точных мембран; и действительно, в дальнейшем были получены 
прямые данные об изменении антигенной специфичности цито¬ 
плазматических и плазматических мембран зараженных клеток 

15 Заказ N° 1131 
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[263, 274] и о присутствии в них вирусных гликопротеинов [108, 
109, 295]. 

Наши знания относительно созревания, метаболизма и функ¬ 
ционирования вирусных гликопротеинов пока не позволяют су¬ 
дить о том, зачем нужно присутствие вирусных гликопротеинов 
на поверхности зараженной клетки; случайное ли это явление, 
обусловленное естественным перемещением связанных с мембра¬ 
нами белков, или это выработанная в ходе эволюции защита ви¬ 
руса от нейтрализации антителами при его переносе из клетки в 
клетку. Как бы то ни было, у зараженной клетки изменяется ан¬ 
тигенная специфичность, и она становится мишенью для разру¬ 
шающего действия иммунной системы. 

Существует группа мутаций syn~ f обусловливающих измене¬ 
ния в характере взаимодействия плазматических мембран зара¬ 
женных клеток, что отражается на их «социальном поведении»; 
на генетических картах они оказались распределены по несколь¬ 
ким генетически независимым участкам генома HSV. Лишь одна 
из них локализована в области гена, кодирующего гликопротеин 
[186, 270], хотя можно полагать, что все они расположены в ге¬ 
нах, кодирующих белки, способные связываться с мембранами. 
Множественность генетических локусов, мутации которых вызы¬ 
вают слияние зараженных клеток, может отражать то обстоя¬ 
тельство, что вирусные мембранные белки образуют многокомпо¬ 
нентные комплексы, и мутация, затрагивающая любой из компо¬ 
нентов комплекса, может изменять структуру и функцию всего 
комплекса в целом [270]. 

Важное значение могут иметь и вторичные проявления изме¬ 
нений в клеточных мембранах. В частности, в нескольких рабо¬ 
тах [141, 317, 335] сообщалось об утечке макромолекул из клеток 
после их заражения вирусами PSV и HSV. При изучении клеток, 
зараженных вирусом псевдобешенства [141, 335], было сделано 
заключение, что эта утечка вызвана продуктами вирусных генов, 
появляющимися через 4 ч после заражения. Повышенная утечка 
макромолекул должна сопровождаться изменением в распреде¬ 
лении электролитов, а также проникновением в клетку молекул, 
для которых прежде она была непроницаема. Изменение в рас¬ 
пределении электролитов должно отразиться на значении транс¬ 
мембранного потенциала [83]. Возможность усиленного притока 
молекул извне была показана в серии недавно выполненных опы¬ 
тов с использованием бензгидразона [1Н-бенз(1)инден-1,3(2Н) 
дион-бис-амидиногидразон] —ингибитора гликозилирования в 
клетках, зараженных HSV [312]. Действие ингибитора легко 
обнаруживается по тому, что в его присутствие мутанты syn~ 
уже не вызывают слияния клеток. Пока найден лишь один му¬ 
тант, устойчивый к этому ингибитору, причем эта устойчивость 
в одних клетках проявляется, а в других нет. Особенно обращают 
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на себя внимание свойственные этому мутанту задержка или сни¬ 
жение скорости синтеза продуктов у-генов; это согласуется с ги¬ 
потезой о том, что ингибитор проникает в клетки, зараженные 
чувствительным к нему вирусом, но при наличии мутаций, при¬ 
водящих к задержке или снижению скорости синтеза мембран¬ 
ных белков, его приток в клетку оказывается затруднен и глико- 
зилирование вирусных гликопротеинов идет обычным образом 
[312]. 

Замедление и последующее прекращение синтеза белков в за¬ 
раженной клетке можно, по крайней мере частично, объяснить 
модификацией клеточных мембран, вызывающей утечку макро¬ 
молекул и изменение концентрации электролитов. Однако, учиты¬ 
вая то обстоятельство, что изучение метаболизма макромоле¬ 
кул на ранних стадиях заражения обычно проводят в условиях, 
когда на клетку приходится более 500 вирионов и оболочки этих 
вирионов после проникновения вирусов оказываются в составе 
плазматической мембраны [221], встает вопрос, не связан ли 
дисбаланс электролитов с подобного рода сосредоточением ви¬ 
русных оболочек в отдельных участках плазматической мембра¬ 
ны, и не этим ли объясняется подавление синтеза клеточных и ви¬ 
русных белков, которое обычно приписывают действию компо¬ 
нентов вириона. 
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Репликация поксвирусов 

Бернард Мосс 1 


Поксвирусы образуют большое семейство вирусов, поражаю¬ 
щих как позвоночных, так и беспозвоночных. Для них характер¬ 
ны крупные размеры и сложная морфология, а также то, что их 
репликация происходит в цитоплазме. Наиболее известный пред¬ 
ставитель этого семейства является возбудителем натуральной 
оспы у человека. Как уже указывал Феннер в гл. 18, эта болезнь 
была в конце концов полностью искоренена благодаря предох¬ 
ранительным прививкам вируса осповакцины, которые начали 
применять еще с конца XVIII в. Вакцинация давно вошла в об¬ 
щую практику и внесла несомненный вклад в современные пред¬ 
ставления об инфекционных болезнях и механизме иммунологи¬ 
ческой защиты. Сам термин «вакцинация» вошел в общее упо¬ 
требление, обозначая иммунизацию против инфекционных аген¬ 
тов. Вирус осповакцины был первым вирусом позвоночных, кото¬ 
рый удалось увидеть в микроскоп, тщательно «оттитровать», фи¬ 
зически очистить и подвергнуть химическому анализу. В послед¬ 
ние годы работы по исследованию поксвирусов внесли исключи¬ 
тельно важный вклад в наши знания о стратегии, используемой 
вирусами для репликации и экспрессии своего генома. Некото¬ 
рые свойства поксвирусов, в частности цитоплазматическая лока¬ 
лизация синтеза вирусных РНК и ДНК, а также присутствие 
ферментов, участвующих в этих процессах, в составе вирусной 
частицы продолжают эффективно использоваться для выяснения 
механизмов основных биохимических процессов. 

Классификация 

Классификация вирусов сем. Poxviridae, предложенная Меж¬ 
дународным комитетом по таксономии вирусов Г117], представ¬ 
лена в табл. 30.1. Вирусы позвоночных и беспозвоночных выде¬ 
лены в два подсемейства. Все вирусы позвоночных содержат 
группоспецифический NP -антиген [219, 238] и обладают способ¬ 
ностью к «спасению» других инактивированных прогреванием 

1 Bernard Moss, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, Natio¬ 
nal Institutes of Health, Bethesda, Maryland 20205. 




Таблица 30 . 1 . Семейство Poxviridae 


Подсемейство 


Chordopoxviri- 

dae 

(поксвиру- 
сы позво¬ 
ночных) 


Entomopoxviri- 

dae 

(вирусы 
оспы насе¬ 
комых) 


Род 


Представители 


Характерные признаки 


Orthopoxvirus 


Parapoxvirus 


Avipoxvirus 

Capripoxvirus 

Leporipoxvirus 

Suipoxvirus 

Неклассифици¬ 

рованные 


A 


Вирусы оспы буйво¬ 
лов, оспы верблю¬ 
дов, коровьей ос¬ 
пы, эктромелии, 
оспы обезьян, ос¬ 
повакцины *, на¬ 
туральной оспы 

Вирусы пустулезного 
стоматита круп¬ 
ного рогатого ско¬ 
та, контагиозной 
эктимы серны, 
узелков доиль¬ 
щиц, орф 1 

Вирусы оспы канарей¬ 
ки, оспы кур \ 
оспы Юнко, оспы 
голубей, оспы пе¬ 
репелов, оспы во¬ 
робьев 

Вирусы оспы коз, бу- 
горчатости кожи, 
оспы овец 1 


Вирус миксомы 4 , фиб¬ 
ромы кроликов, 
фибромы белок 

Вирус оспы свиней 


Вирус контагиозного 
моллюска, вирус 
Тана, обезьяний 
опухолевый вирус 
Яба 


Вирус Melontha melo- 
lontha 


Возбудитель натураль¬ 
ной оспы: ДНК 
120- ІО 6 


Вирусы копытных: по¬ 
верхностные труб¬ 
чатые структуры 
образуют правиль¬ 
ную спираль, 

ДНК 85-10 6 

Вирусы птиц: переда¬ 
ются членистоно¬ 
гими, ДНК 
200 -ІО 6 


Вирусы копытных: 
вирионы длиннее 
и уже, чем у ви¬ 
руса осповакци¬ 
ны, передаются 
членистоногими 
Вирусы зайцев и бе¬ 
лок: передаются 

членистоногими, 
ДНК 150- ІО 6 
Вирус свиней: огра¬ 
ниченный спектр 
хозяев 

Вызывает доброкаче¬ 
ственные опухоли 
у приматов. Вирус 
контагиозного мол¬ 
люска не размно¬ 
жается в тканевых 
культурах 

Родственные вирусы 
выделены из же¬ 
сткокрылых (жу¬ 
ков): одно боко¬ 
вое тело, ДНК 


В 


Вирус Amsacta тоогі 


200-10 е 

Родственные вирусы 
выделены из дру¬ 
гих чешуекры¬ 
лых: боковые те¬ 
ла неразличимы, 


С 


Вирус Chirotiomus lu¬ 
rid us 


ДНК 140-10 е 
Родственные вирусы 
выделены из дру¬ 
гих двукрылых: 
два боковых тела 


? Прототип. 
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поксвирусов в процессе так называемой негенетической реакти¬ 
вации [68, 79]. Если не считать нескольких неклассифицирован¬ 
ных вирусов, вирусы позвоночных распределены по шести родам. 
Представители одного рода, как правило, близки по антигенным 
свойствам, имеют сходную морфологию и специфичность в отно¬ 
шении хозяина. Степень сходства между индивидуальными орто- 
поксвирусами выявлена иммунологическими методами [15, 57], 
путем анализа полипептидов [5, 81], методом гибридизации нук¬ 
леиновых кислот [19], а также с помощью эндонуклеаз рестрик¬ 
ции [58, 112, 237]. 

Подробные сведения о репликации получены только для орто- 
поксвирусов, преимущественно для вируса осповакцины. Поэто¬ 
му в данной главе о представителях других родов говорится от¬ 
носительно мало. Дополнительную информацию о других поксви- 
русах можно найти в гл. 18 и работах [1, 21]. 

Структура вириона 

Морфология 

Поксвирусы — наиболее крупные из всех вирусов животных. 
Их можно увидеть в световой микроскоп — правда, без каких-ли¬ 
бо деталей их строения — если использовать препарат, обрабо¬ 
танный серебром. При более сильном увеличении, которое дает 
электронный микроскоп, вирионы выглядят как тельца овальной 
или прямоугольной формы, примерно 200—400 нм в длину, с от¬ 
ношением осей 1,2—1,7. В отличие от других ДНК-содержащих 
вирусов поксвирусы не обладают икосаэдрической симметрией 
и имеют довольно сложную структуру [50]. На внешней поверх¬ 
ности вируса видны бороздки, иногда образующие параллельные 
ряды; у парапоксвирусов они образуют единую непрерывную 
спираль. При изучении ультратонких срезов вирусов обнаружи¬ 
вается липопротеиновый бислой (его называют внешней мембра¬ 
ной или оболочкой), окружающий плотную центральную часть 
вирусной частицы — сердцевину, или нуклеоид. У вирусов позво¬ 
ночных нуклеоид имеет двояковогнутую форму; в местах вогну¬ 
тостей можно различить два так называемых боковых тела, 
функция которых неизвестна (рис. 30.1). У поксвирусов насеко¬ 
мых нуклеоид может иметь почкообразную форму с вогнутостью 
только с одной стороны и боковым телом в ней или прямоуголь¬ 
ную с расположенным вокруг него материалом промежуточной 
плотности. Более детальный анализ показывает, что вещество 
нуклеоида образовано скрученной и компактно уложенной нук- 
леопротеиновой нитью [228]. Его фиксация позволила выявить 
глобулярные электроноплотные структуры, соединенные нитями 
ДНК [208]. 
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Рис. ЗОЛ. Электронная микрофотография тонкого среза клетки, содержащей 
частицу вируса осповакцины. 1 — нуклеоид, 2 — боковые тела, 3 — наружная 
мембрана (оболочка). (Из f 178], с разрешения авторов.) 

Здесь и при последующем изложении, если специально не ого¬ 
варивается, речь идет о вирусных частицах, выделенных из зара¬ 
женных клеток. Во внеклеточных частицах вируса осповакцины, 
выделенных со всеми возможными предосторожностями, обнару¬ 
жена дополнительная липопротеиновая оболочка, отсутствующая 
на рис. 30.1. 

Химический состав 

Крупные размеры поксвирусов облегчают их выделение, кото¬ 
рое можно вести путем центрифугирования при относительно ма¬ 
лых скоростях. Поэтому их удалось выделить раньше, чем другие 
вирусы животных. Это позволило уже на ранних этапах исследо¬ 
вания достаточно точно определить их химический состав [203]. 
Главными компонентами вируса осповакцины являются белки, 
липиды и ДНК. Они составляют соответственно 90, 5 и 3,2% об¬ 
щего сухого веса [240], который можно оценить в 5- ІО -15 г [204]. 
Вместе с тем у вируса оспы кур липиды составляют около одной 
трети сухого веса [111]. Липидные компоненты вируса осповакци¬ 
ны представлены преимущественно холестеролом и фосфолипи- 
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даміи [212], тогда как вирус оспы кур содержит еще сквален и 
эфиры холестерола [111]. В составе вируса осповакцины обна¬ 
ружены спермин, спермидин [109] и следовые количества РНК 

[184] , но их значение не установлено. 

Полипептиды 

Поскольку белковая оболочка, предохраняющая лабильные 
нуклеиновые кислоты и ферменты от губительного для них внеш¬ 
него окружения, нерастворима, исследование входящих в ее со¬ 
став полипептидов в нативном состоянии затруднительно. Пол¬ 
ная солюбилизация поксвирусов может быть достигнута лишь 
нагреванием до 100 °С в присутствии сильных ионных детерген¬ 
тов, например додецилсульфата натрия, и восстанавливающих 
агентов. При разделении диссоциированных в додецилсульфате 
полипептидов с помощью одномерного электрофореза в полиак¬ 
риламидном геле обычно выявляют до 30 полос [193], однако с 
переходом к двумерному электрофорезу обнаруживают более 
100 полипептидов [60, 150]. Получаемые таким образом полипеп¬ 
тидные карты могут быть использованы для идентификации 
поксвирусов, принадлежащих к разным родам, и даже для иден¬ 
тификации индивидуальных вирусов в пределах одного рода 

[5]. 

Полипептиды вируса осповакцины имеют молекулярные мас¬ 
сы от 8К до 200К. Среди них есть по крайней мере один глико¬ 
протеин с мол. массой 40К и один фосфопротеин с мол. массой 
ПК [193]. Гликопротеин необычен в том отношении, что содер¬ 
жит сахар всего одного типа — N -ацетилглюкозамин [72]. При 
анализе фосфопротеина в составе триптического гидролизата 
найден только один фосфопептид, содержащий фосфосерин 

[185] . Фосфопротеин интересен тем, что он содержится в боль¬ 
шом количестве и обладает высоким сродством к сверхспираль¬ 
ному дуплексу и одноцепочечной ДНК [93]. 

Несколько полипептидов вируса осповакцины обнаружили 
вблизи поверхности вирусной частицы с помощью ряда мето¬ 
дов— адсорбции поверхностно-специфичных меток, протеолиза* 
обработки неионными детергентами [193]. Один из обнаружен¬ 
ных таким образом белков с мол. массой 58К образует на поверх¬ 
ности трубчатые структуры, способные связывать антитела, ней¬ 
трализующие инфекционность и препятствующие слиянию клеток 
[213]. После удаления внешней мембраны неионными детерген¬ 
тами нуклеоид можно разрушить; при этом вещество нуклеоида 
распределяется между фракцией растворимых ферментов и фрак¬ 
цией нерастворимых структурных белков [161]. По крайней мере 
четыре белка прочно связаны с ДНК и, по-видимому, поддержи¬ 
вают ее в компактно свернутом, сверхспиральном состоянии 
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[208]. Каких-либо структур, сходных с нуклеосомами эукариоти¬ 
ческих хромосом, не обнаружено. Еще восемь полипептидов, из 
которых семь — в том числе гемагглютинин — гликозилированы, 
входят в состав оболочки внеклеточной формы вируса осповак¬ 
цины [162, 163]. Гемагглютинин идентифицирован как 85К-бе- 
лок, содержащий как N-, так и О-связанные олигосахаридные 
цепи [197]. 


Ферменты 

Инфекционные частицы поксвирусов содержат систему тран¬ 
скрипции [96, 144], способную синтезировать функциональную 
мРНК в полиаденилированной [94], кэпированной и метилиро¬ 
ванной форме [230]. В эту систему входит много ферментов, при¬ 
сутствующих в составе вирусной частицы. Хотя соответ¬ 
ствующих генетических данных пока еще нет, само поведение 
этих ферментов показывает, что кодирующие их гены входят в 
состав весьма крупного вирусного генома. В табл. 30.2 приведен 
список ферментов, упакованных в вирусный нуклеоид, и их ос¬ 
новные свойства. Некоторые из ферментов, очевидно, участвуют 
в процессах транскрипции и модификации мРНК, но биологиче¬ 
ская роль большинства других ферментов неизвестна. 

Ключевой фермент, РНК-полимераза, имеет мол. массу 
~500К и, подобно эукариотическим РНК-полимеразам, состоит 
из двух больших субъединиц с мол. массой более 100К и несколь¬ 
ких субъединиц меньших размеров. От эукариотической РНК-по- 
лимеразы II вирусный фермент можно отличить по характерной 
для него устойчивости к токсину а-аманитину, по ингибирующему 
действию специфичных к нему антител (Е. V. Jones, В. Moss, 
неопубликованные данные) и по результатам детального анали¬ 
за полипептидов [148]. Очищенная вирусная РНК-полимераза не 
способна к транскрипции двухцепочечной ДНК, что свидетельст¬ 
вует об участии в процессе транскрипции еще каких-то вирусных 
белков. 

Кэпирование и метилирование образующейся РНК осуществ¬ 
ляется ферментным комплексом с мол. массой 127К, который со¬ 
стоит из двух субъединиц, наделенных активностями нескольких 
видов. Комплекс удаляет концевой у-фосфат в цепи РНК и взаи¬ 
модействует с GTP с образованием промежуточного GMP -содер- 
жащего ковалентного производного; вслед за тем он переносит 
GMP на дифосфатный конец РНК и стабилизирует конечный 
продукт путем переноса метильной группы с S -аденозилметиони- 
на (Ado Met) в седьмое положение присоединяемого гуанозина. 
Далее отдельный фермент, РНК-(нуклеозид-2'-) метилтрансфера- 
за, катализирует метилирование остатка рибозы соседнего нук¬ 
леотида. Каждая из этих стадий может протекать до завершения 
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Таблица 30.2. Ферменты, выделенные из вируса осповакцины 


РНК-полимераза [10, 210] 

Мол. масса 500К (140К, 137К, 37К, 35К, 31К, 22К, 17К) 
nNTP->PHK+nPPi 

Требует одноцепочечную ДНК-матрицу, присутствия ионов Мп 2+ , предпола¬ 
гается участие в процессе транскрипции 

Ро1у(А)-полимераза [134] 

Мол. масса 80К (55К, ЗОК) 

пАТР + N(-N)m->N (-N)m(-A)n+nPPi 

Зависит от присутствия затравки, специфична к АТР, предполагается участие 
в процессе полиаденилирования мРНК 

РНК-трифосфатаза [222, 226] 

Мол. масса 127К (95К, 31К) 
pppN (-N)rc->ppN(-N)n + Pi 

Образует единый комплекс с РНК-гуанилтрансферазой и РНК(гуанин-7-)ме- 
тилтрансферазой, участвует в кэпировании мРНК 

РНК-гуанилтрасфераза [114—116, 199, 200] 

Мол. масса 127К (95К, 31К) 

GTP + ppN (-N)n^GpppN(-N)n+PPj 

Образует единый комплекс с РНК-трифосфатазой и РНК (гуанин-7-) метил- 
трансферазой, 95К-полипептид образует ковалентный GMP -комплекс, участ¬ 
вует в кэпировании 

РНК(гуанин-7-)метилтрансфераза [114, 115] 

Мол. масса 127К (95К, 31 К) 

AdoMet + GpppN (-N)n-^m 7 GpppN (-N)n-f- AdoHcy 

Образует единый комплекс с РНК-трифосфатазой и РНК-гуанилтрансферазой 
РНК(нуклеозид-2'-)метилтрансфераза [9Ь, 9с] 

Мол. масса 38К 

AdoMet + rn 7 GpppN(-N)m-^m 7 GpppN m (-N)tt+AdoHcy 
Метилирование кэпа 
б'-Фосфат-полинуклеотидкиназа [211] 

2 ATP-fpN(-N)^pppN(-N)+2 ADP 

Частично охарактеризован, предполагается участие в процессинге РНК 

Аденозинтрифосфатаза [76, 159, 161] 

Мол. масса 61К 
АТР 4- H 2 0->ADP -f Рі 

Специфична к АТР и dATP, ДНК-зависимый фермент 
Нуклеозидтрифосфатаза [159, 161] 

Мол. масса 68К 
NTP-fH 2 0->NDP + Pi 

Субстратами служат рибо- или дезоксирибонуклеозидтрифосфаты, фермент 
стимулируется в присутствии ДНК или РНК и имеет антигенные отличия от 
АТР-азы 

Эндорибонуклеаза [157] 

РНК + Н 2 0->Укороченная цепь РНК 

Слабо охарактеризована, предполагается участие в процессинге РНК 
Дезоксирибонуклеаза (рН-оптимум 4,4) [178, 179, 186, 187] 

Мол. масса 105К (50К) 

ДНК+Н 2 0-^Моно- и олигодезоксирибонуклеотиды 

Специфична к одноцепочечной ДНК, является экзо- и эндонуклеазой 

Дезоксирибонуклеаза (рН-оптимум 7,8) [178, 179] 

Мол. масса 50К 
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П родолжени» 


ДНК + Н 2 О^Олигодезоксирибонуклеотиды 
Специфична к одноцепочечной ДНК, эндонуклеаза 
ДНК-топоизомераза [14] 

Мол. масса 44К 

Тип I, приводит к релаксации ДНК как с правой, так и с левой сверхспира- 
лизацией 

Протеинкиназа [103, 104] 

Мол. масса 62К 

АТР + Белок->Р-Белок+ AD Р 

Фосфорилйрует остатки серина и треонина в вирусном белке, активируется 
протамином 

Щелочная протеаза [6] 

Белок + Н 2 0-*-Пептиды 

Обнаружена, но не выделена и не охарактеризована 


синтеза цепи РНК. Накоплено множество данных, согласно кото¬ 
рым для связывания мРНК с рибосомами необходимо присутст¬ 
вие 7-метилгуанозинового компонента кэпа [145]. Однако роль, 
которую играет метилирование рибозы, остается неясной. 


Геном 

Геном поксвирусов представлен линейной двухцепочечной 
ДНК [89] размером от 85000К у парапоксвирусоз [123] до почти 
185000К у вируса оспы кур [71]. Все поксвирусы, за исключением 
паропоксвирусов, характеризуются более высоким по сравнению 
с эукариотической ДНК содержанием аденина и тимина — на 
долю А+Т в них приходится от 63 до 75% оснований [235]. Дан¬ 
ные электронной микроскопии, а также опытов с использованием 
эндонуклеаз рестрикции, техники рекомбинантных ДНК и мето¬ 
дов быстрого секвенирования недавно позволили описать основ¬ 
ные свойства структуры этих крупных молекул ДНК. По элект- 
рофореграммам, полученным после расщепления ДНК эндонук¬ 
леазами рестрикции, можно провести довольно простое сравне¬ 
ние различных представителей рода ортопоксвирусов, что оказы¬ 
вает значительную помощь при их классификации [52, 58, 112, 
237]. В результате выявилась поразительно высокая степень кон¬ 
серватизма нуклеотидных последовательностей в центральной 
области генома ортопоксвирусов. Различия сосредоточены в ос¬ 
новном вблизи концов молекулы ДНК. Концевые фрагменты ге¬ 
нома гипервариабельны, в них обнаруживаются крупные делении 
и сложные перестройки генетического материала [59, 106, 136, 
141, 155]. Совершенно иную картину фрагментации ДНК дают 
парапоксвирусы и авипоксвирусы — в этом случае не обнаружи- 
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Рис. 30.2. Структура ДНК вируса осповакцины. Показан полный геном и 
(в увеличенном масштабе) инвертированный концевой повтор, состоящий из 
10 000 Ьр. 


вается ни сходства их с ортопоксвирусами, ни сходства между 
ними. 

К настоящему времени наиболее детально охарактеризован 
геном вируса осповакцины с хмол. массой 123000К (186 kb), он 
может служить прототипом других представителей этого семей¬ 
ства. Наиболее характерные особенности наблюдаются на концах 
или вблизи концов молекулы (рис. 30.2). Цепи ДНК не поддаются 
разделению даже при использовании весьма сильных денатури¬ 
рующих воздействий. На основании этих данных высказано пред¬ 
положение, что между цепями ДНК имеются ковалентные связи 
[75]. Прямое определение нуклеотидной последовательности по¬ 
казало, что полинуклеотидные цепи на каждом из концов соеди¬ 
нены друг с другом в виде шпильки [12]. Таким образом, геном 
вируса осповакцины состоит из единой неразрывной полинуклео¬ 
тидной цепи, сложенной в виде линейного дуплекса. Анализ кон¬ 
цевых шпилек показал, что они состоят почти сплошь из адени- 
новых и тиминовых остатков, характеризуются неполным спари¬ 
ванием и существуют в виде двух изомерных форм, содержащих 
инвертированные комплементарные последовательности 
(рис. 30.3). Концы ДНК вируса коровьей оспы сходны или иден¬ 
тичны с последовательностями концов ДНК вируса осповакцины 
[173]. По имеющимся данным и у других поксвирусов концы ге¬ 
нома ковалентно связаны. Такие концы, вероятно, характерны 
также для ДНК вируса, являющегося возбудителем африканской 
чумы свиней, который относится к семейству иридовирусов [151]. 
Это свойство характерно также для рибосомной ДНК тетрахиме- 
ны [23], хромосомной ДНК дрожжей [69, 218], репликативной 
формы митохондриальной ДНК парамеций [183а] и репликатив¬ 
ной формы ДНК парвовируса [216, 220]. Столь широкое распро¬ 
странение концевых шпилек, несомненно, связано с их ролью в 












о 

4 


іЛ 

о 


f 

«* 

«к 




о 


«1 



< 



о 


О 

О 

О 


3 

Ж 

§ Н 
Н со 


° g Я 

Я 

в к 
g К 
с ж 

о “ 

° э 

CS 0> 
о О- 

>>£ 
Си Я 

ж си 

« О 

исгА 
X ^ 


ч К 

<n J ^ 


*-ч 

ж <и 
Ж н 

§ я 

Й§ 

о g 
ж S 

5 2 

ч ~ 

£ QJ 

я 2 

о Си 

ч 2 

си t 


$ S 

Ж о 

ч ж 

ж 


5 с> 
ч 3 
¥ ж 
>, ж 

X g 


ж 

Он 



256 Глава 30 


репликации ДНК — в последнее время это представление еще 
более упрочилось. 

Другой особенностью структуры ДНК поксвирусов является 
присутствие инвертированных концевых повторов различной дли¬ 
ны [73, 112, 236]. У вируса осповакцины одна и та же последо¬ 
вательность в 10000 Ьр присутствует на обоих концах генома — 
в этом можно убедиться, если после разрыва концевых шпилек 
провести гибридизацию двух концов одноцепочечной ДНК [73]. 
Внутри этого длинного повтора встречается ряд коротких тан¬ 
демных повторов, функция которых неизвестна [12, 234]. Имен¬ 
но их присутствием, по-видимому, объясняется быстрая кинетика 
реассоциации ДНК вируса осповакцины [77, 168]. На каждом 
конце ДНК вируса осповакцины, выделенного из одной изолиро¬ 
ванной бляшки, было обнаружено 13 тандемных повторов по 
70 Ьр, 18 других тандемных повторов — тоже по 70 Ьр, два тан¬ 
демных повтора по 125 Ьр и 8 тандемных повторов по 54 Ьр. 
В клонах, выделенных из различных вирусных бляшек, наблюда¬ 
ли вариации числа повторов по 70 Ьр. Установленная для этих 
повторов гомология последовательностей свидетельствует о том, 
что эти вариации возникли вследствие неравного кроссинговера 
[11]. Концы ДНК вируса коровьей оспы также содержат прямые 
повторы, сходные по последовательности с соответствующими 
участками ДНК вируса осповакцины [174]. Этими наборами 
повторов частично, но далеко не полностью объясняется вариа¬ 
бельность последовательности на концах генома поксвирусов. 

РЕПЛИКАТИВНЫЙ ЦИКЛ 

Общие признаки 

На рис. 30.4 схематически показаны последовательные этапы 
репродуктивного цикла вируса осповакцины. 

Адсорбция, проникновение 
в клетку и раздевание 

Первая стадия заражения состоит в адсорбции вируса и его 
проникновении в клетку хозяина. Изучение этого процесса велось 
как на внутриклеточной форме вируса осповакцины, выделенной 
путем механического разрушения клеток, так и на внеклеточной 
форме, освобождаемой из клеток в естественных условиях. В пер¬ 
вом случае внешняя мембрана вируса сливается с клеточной 
плазматической мембраной [35] или с мембраной вакуоли, обра¬ 
зованной путем инвагинации [49], что затем приводит к проник¬ 
новению вирусного нуклеоида в цитоплазму. Внеклеточная фор¬ 
ма вируса, содержащая дополнительную оболочку, быстрее и эф- 
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фективнее адсорбируется на поверхности клеток [167]. Это на« 
блюдение согласуется с данными, из которых следует, что для 
распространения инфекции среди животных или в клеточной 
культуре важна именно внеклеточная форма [30, 164]. 

После попадания в цитоплазму вирусный нуклеоид проходит 
следующий этап раздевания. Судя по электронным микрофото¬ 
графиям, нуклеопротеиновый комплекс выходит наружу через 
бреши в стенках нуклеоида [48]. Биохимическим тестом на раз¬ 
девание вируса служит чувствительность ДНК оириона к обра¬ 
ботке дезоксирибонуклеазой [90]. Было обнаружено, что процес¬ 
су раздевания препятствуют ингибиторы транскрипции и транс¬ 
ляции. Сначала на этом основании был сделан вывод об участии 
в процессе раздевания специального клеточного белка, индуци¬ 
руемого вирусом. В настоящее время полагают, что для раздева¬ 
ния необходимо участие одного или нескольких ранних вирусных 
белков. Исследованы промежуточные стадии разборки вирусных 
частиц и полипептидный состав соответствующих структур [83, 
194]. 

Ранняя транскрипция 

Нуклеоиды вируса осповакцины, освобождаясь в цитоплазме, 
инициируют транкрипцию. В результате через несколько минут 
после заражения в клетке появляется функциональная мРНК, 
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кэпированная и полиаденилированная. Опыты по гибридизации 
РНК — ДНК показали, что около половины вирусного генома 
транскрибируется еще до репликации вирусной ДНК [26, 101, 
149, 156]; опыты по трансляции в бесклеточной системе позволи¬ 
ли сделать вывод, что набор мРНК, синтезируемых вирусным 
нуклеоидом in vitro, аналогичен набору ранних мРНК, синтези¬ 
руемых in vivo [42]. Поскольку в вирусе содержатся готовые 
ферменты, которые вместе с ним проникают в клетку, ингибито¬ 
ры белкового синтеза и репликации ДНК не препятствуют тран¬ 
скрипции. Напротив, в присутствии ингибиторов белкового синте¬ 
за, препятствующих раздеванию, синтез ранних РНК идет доль¬ 
ше [239]. Вероятно, важную роль в регуляции транскрипции иг¬ 
рают избирательные физические взаимодействия РНК-полимера- 
зы и других белков нуклеоида с различными областями генома. 
Пока ДНК-полимераза остается единственным известным приме¬ 
ром задержанно-раннего белка, т. е. такого, синтез которого 
предшествует репликации вирусной ДНК, но зависит от предва¬ 
рительного синтеза ранних белков [95]. 

Ранние гены, которых к настоящему времени известно около 
100, распределены по всей длине генома [18]; некоторые из них 
точно локализованы и в нескольких случаях секвенированы [225, 
227, 231]. На основании этих исследований сделан важный вы¬ 
вод, согласно которому ранние мРНК не подвергаются сплайсин¬ 
гу и отщеплению 5'-концов. Если этот вывод можно будет рас¬ 
пространить на большее число генов, отсутствие сплайсинга мож¬ 
но будет рассматривать как отличительный признак поксвирусов, 
коррелирующий с цитоплазматической локализацией их тран¬ 
скрипции, которая происходит с участием вирусных ферментов. 
Не исключено, что процессинг мРНК в данном случае проходит 
через отщепление З'-конца от предшественника мРНК; возможно, 
именно этим объясняется синтез in vitro длинных цепей мРНК, 
наблюдающийся при недостатке АТР [158] или при использова¬ 
нии предварительно прогретых вирусных частиц [80]. Вместе с 
тем в опытах по определению размеров мишени, основанных на 
использовании ультрафиолетового облучения, показано отсутст¬ 
вие при заражении поксвирусами функциональных полицистрон- 
ных РНК-предшественников как in vitro [29, 169], так и in vivo 
[45]. 

В прокариотической и эукариотической ДНК последователь¬ 
ность перед сайтом инициации синтеза РНК наделена особыми 
признаками, которые распознаются РНК-полимеразой или фак¬ 
торами транскрипции. Было бы интересно выяснить, используют¬ 
ся ли подобные сигналы и поксвирусами, или у них имеются свои 
уникальные последовательности, с которыми специфически взаи¬ 
модействует вирусная РНК-полимераза. Пока описаны последо¬ 
вательности ДНК, предшествующие четырем генам (рис. 30.5).. 
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Каждая из них исключительно богата остатками аденина и тими¬ 
на на протяжении 40—60 нуклеотидов перед сайтом инициации 
синтеза РНК, но во всех других отношениях отличается от эука¬ 
риотических и прокариотических последовательностей. Недавно, 
используя функциональный подход, удалось показать, что фраг¬ 
мент ДНК, начинающийся примерно за 230 Ьр до участка ини¬ 
циации синтеза РНК и заканчивающийся через 30 Ьр после этого 
участка, содержит транскрипционные регуляторные последова¬ 
тельности одного из ранних генов [113]. Был построен химерный 
ген, в котором этот фрагмент ДНК из 260 Ьр был сшит с после¬ 
довательностью, кодирующей тимидинкиназу герпесвируса. После 
получения рекомбинанта путем его введения в вирус осповакци¬ 
ны была зарегистрирована экспрессия герпесвирусной тимидин- 
киназы. Дальнейшие опыты подобного типа должны привести к 
более точной идентификации регуляторных сигналов. 

Нуклеотидные последовательности на З'-коицах нескольких 
ранних генов четко указывают на отсутствие матрицы для син¬ 
теза poly (А)-хвоста в 50—100 нуклеотидов, который содержится 
в мРНК вируса осповакцины. Отсутствует и последовательность, 
комплементарная AAUAAA, которая неизменно наблюдается 
примерно за 20 нуклеотидов до сайта полиаденилирования эука¬ 
риотических мРНК. Пока неясно, используют ли поксвирусы в 
качестве сигнала полиаденилирования альтернативную последо¬ 
вательность или аденилатные остатки попросту добавляются к 
З'-концам полностью сформированных цепей мРНК с помощью 
вирусной poly (А)-полимеразы. В пользу последнего свидетельст¬ 
вуют результаты исследований in vitro нуклеоидов вируса оспо¬ 
вакцины [74]. Было обнаружено, что после облучения вирусных 
частиц ультрафиолетом, ведущего к образованию тиминовых ди¬ 
меров, укороченные (преждевременно терминированные) тран¬ 
скрипты все же содержат poly (А)-последовательности. 

Имеются данные о модификации мРНК вируса осповакцины 
клеточными метилтрансферазами [25]. Вирусная мРНК, синте¬ 
зируемая in vitro, содержит структуру типа кэп-І, в которой кон¬ 
цевой 7-метилгуанозин соединен через трифосфатный мостик с 
2 , -0-метилнуклеозидом. Вирусная РНК, выделенная из цитоплаз¬ 
мы зараженных клеток, может содержать два идущих подряд 
2'-0-метилированных нуклеозида, что характерно для структуры 
типа кэп-П. Кроме того, предпоследний г'-О-метиладенозин мо¬ 
жет быть метилирован еще и по Ы 6 -положению с образованием 
дважды метилированного остатка аденозина. Функциональный 
смысл этих дополнительных метилирований, характерных также 
и для клеточных мРНК, пока не ясен. 
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Ранние белки 

Ранние вирусные мРНК вскоре после их синтеза транслиру¬ 
ются на клеточных рибосомах. Соответствующие им белки можно 
метить радиоактивными аминокислотами и затем детектировать 
иммунологическими методами или разделять с помощью элект¬ 
рофореза в полиакриламидном геле [64, 131, 170, 190а]. Путем 
гибридизации мРНК вируса осповакцины, транслируемых в бес¬ 
клеточной системе, с клонированными фрагментами геномной 
ДНК удалось локализовать положение генов, кодирующих около 
70 ранних полипептидов (табл. 30.3), но лишь совсем немногие 
из них удалось охарактеризовать. К их числу относятся фермен¬ 
ты, участвующие в процессах репликации и транскрипции вирус¬ 
ной ДНК, протекающих в цитоплазме зараженных клеток. 

После заражения клеток различными ортопоксвирусами рез¬ 
ко повышается активность тимидинкиназы (ТК). Вывод о том, 
что этот фермент кодируется вирусом, первоначально был осно¬ 
ван на индукции фермента в ТК“-клетках. Далее удалось полу¬ 
чить ТК“-мутанты вируса осповакцины и физически охарактери¬ 
зовать сам фермент [55, 102]. Хотя размножение вируса осповак¬ 
цины как в клеточной культуре, так и в организме животного мо¬ 
жет идти и в отсутствие ТК-гена, вирусный фермент может обес¬ 
печивать избирательное преимущество при размножении вируса 
в нереплицирующихся клетках, содержащих очень мало тимиди- 
ловой кислоты. При всей кажущейся необязательности вирусного 
ТК-гена он оказался необычайно полезен для генетических иссле¬ 
дований, особенно в условиях, специально подобранных для се¬ 
лективного роста ТК + - или ТК“-вирусов. При использовании в 
качестве хозяев ТК“-клеток в присутствии метотрексата, препят¬ 
ствующего синтезу тимидиловой кислоты, реплицируется только 
ТК + -вирус. Вместе с тем добавление 5-бромдезоксиуридина, ток¬ 
сичного лишь после его фосфорилирования тимидинкиназой, мо¬ 
жет быть использовано для отбора ТК“-вирусов. Метод отбора 
ТК + -вирусов позволил точно установить положение ТК-гена в ге¬ 
номе путем идентификации клонированных фрагментов вирусной 
ДНК дикого типа, способных к «спасению» ТК“-вируса [232]. 
Использованы и другие методы; в частности, локализация гена 
была подтверждена трансляцией индивидуальных мРНК в бес¬ 
клеточной системе [85] — в настоящее время этот ген полностью 
секвенирован [231]. Удивительно, что молекулярная масса ви¬ 
русной ТК оказалась равной всего 20К — почти вдвое меньше мо¬ 
лекулярной массы аналогичных ферментов, выделенных из про¬ 
кариот, эукариот и из клеток, зараженных герпесвирусами. Более 
того, в последовательностях этих двух вирусных генов, кодирую¬ 
щих ТК, не обнаружено никакой гомологии. 

Еще один фермент, синтезируемый в больших количествах 



Таблица 30.3. Трансляционная карта генома вируса осповакцины 


Фрагмент 

С 

N 

м 

К 

F 

Е 


Размер, мол. мае- 

5,9 

4.4 

3,1 

0,7 

1,0 

1.4 

2,9 

8,9 

9,9 


са* ІО -6 











Кодирующая емкость, 

343 

256 

180 

41 

60 

83 

168 

517 

575 


мол. масса-10 -3 











Ранние полипептиды, 

42 

60 

38 

23D 

54 2 > 

54 2 > 

46 

68 

95 


мол. масса -ІО -3 

19 

21 

32 

21 а > 

53 2 > 

53 2 > 

зо 2 ) 

62 

67 2 ) 



8 

19 

14 

15 2 > 

40 

30 2 > 

16 

59 

64 




13 


12 

21 2 > 

23 

11 

54 

62 




1 



20 


9 

45 

55 




6 



15 2 > 



39 

36 










35 

34 










33 

32 










27 

30 










17 

26 










16 

22 










16 

17 










10 

15 


Сумма мол. масс ма¬ 

69 

119 

84 

23 

45 

42 

42 

218 

146 


жорных белков 











Общая сумма мол. 

69 

119 

84 

53 

131 

91 

97 

481 

521 


масс 











Поздние полипептиды 

— 

22 

40 

_ 

_ 

_ 

_ 

52 

12 










40 











15 



Сумма мол. масс ма¬ 


22 

40 





52 

12 


жорных белков 











Общая сумма мол. 

— 

22 

40 

— 

— 

— 

_ 

107 

12 


масс 











Всего 

69 

141 

124 

53 

131 

91 

97 

5 88 

533 



*) Полипептиды, экспрессия которых более выражена в присутствии ингибиторов 
*) Полипептиды, являющиеся продуктами трансляции мРНК, считанной с двух со- 
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вслед за заражением клеток ортопоксвирусами, — ДНК-полиме- 
раза. ДНК-полимераза вируса осповакцины имеет мол. массу 
~ 110К и характеризуется также З'-эндонуклеазной активностью 
[34]. Фермент вируса дикого типа ингибируется фосфоноуксус- 
ной кислотой; тем не менее выделены мутанты, синтезирующие 
фермент, устойчивый к этому соединению [128]. Существование 
таких мутантов служит свидетельством того, что ДНК-полимера¬ 
за кодируется вирусом; кроме того, эти мутанты используют для 
картирования гена [92]. 

Активность полинуклеотидлигазы, устраняющей в ДНК одно¬ 
цепочечные разрывы, на ранней стадии репликации вируса оспо¬ 
вакцины возрастает в 10 раз [192]. Однако пока нет прямых сви¬ 
детельств того, что этот фермент отличается от клеточной лигазы 
и кодируется вирусом [209]. На ранней стадии заражения синте¬ 
зируется специфическая дезоксирибонуклеаза, обладающая экзо- 
нуклеолитической активностью с щелочным pH -оптимумом, кото 
рая расщепляет предпочтительно двухцепочечную ДНК [121]. 

На ранних стадиях синтезируется несколько ферментов, уча¬ 
ствующих в синтезе РНК- К ним относятся poly (А)-полимераза 
[31], РНК-гуанилтрансфераза, РНК-гуанин-7-метилтрансфераза 
и РНК-нуклеозид-2'-метилтрансфераза [27]. Вскоре после зара¬ 
жения вирусом осповакцины повышается также активность фер¬ 
ментов, участвующих в биосинтезе аргинина [233]. 


Репликация ДНК 

Специфическим признаком поксвирусов является цитоплазма¬ 
тическая локализация репликации ДНК. Радиоавтографическими 
исследованиями выявлены цитоплазматические центры реплика¬ 
ции, названные «фабриками» [32]. Присутствия клеточных ядер 
для синтеза ДНК вируса осповакцины не требуется; это показа¬ 
но на клетках, из которых ядра удаляли с помощью цитохалази- 
на В [171, 182]. Отсюда же следует, что для репликации исполь¬ 
зуются преимущественно или исключительно вирусные белки. 
Хотя новосинтезированная вирусная ДНК иногда попадает и в 
ядро, пока не установлено, имеет ли это сколько-нибудь сущест¬ 
венное значение [70, 105]. В клетках, синхронно зараженных ви¬ 
русом осповакцины, репликация ДНК укладывается по времени 
в дискретный отрезок с 1,5 до 6 ч после заражения [91, 189]. 

Учитывая огромные размеры генома поксвирусов, не прихо¬ 
дится удивляться, что выяснение деталей репликации продвига¬ 
ется медленно. По предварительным данным нескольких лабора¬ 
торий репликация начинается на обоих концах генома; при этом 
происходит расплетание цепей и образование небольших фраг¬ 
ментов ДНК, ковалентно связанных с РНК-затравками [62, 65, 
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Рис. 30,6. Самозатравочная модель репликации ДНК вируса осповакцины. F и 
S обозначены альтернативные инвертированные и комплементарные последо¬ 
вательности, присутствующие на концах ДНК вируса оспозакцины (рис. 30.3). 
Левая схема дана в предположении, что репликация молекулы одноцепочеч¬ 
ной ДНК начинается только на одном конце. На правой схеме изображена 
инициация одновременно на двух концах. (Из [131], с разрешения авторов.) 


66, 180, 181]. Однако, поскольку ДНК-полимеразы не способны 
инициировать синтез ДНК, требуются специальные механизмы 
заполнения пробелов, остающихся на б'-концах линейной ДНК 
после удаления РНК-затравки. Установление шпилечной струк¬ 
туры концов генома вируса осповакцины позволило предложить 
механизм [12], подобный тому, который был постулирован для 
репликации одноцепочечной ДНК парвовируса [220] и эукарио¬ 
тических теломеров [13]. Этот механизм включает образование 
одноцепочечных разрывов вблизи конца генома, приводящих к 
появлению З'-концов, способных выполнять роль затравки 
(рис. 30.6). С его помощью можно объяснить такие особенности, 
как восстановление неполностью спаренных шпилек и прямые и 
обратные перестройки последовательности («флип-флоп»)* 
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С этим механизмом согласуются данные об образовании одноце¬ 
почечных разрывов вблизи концов родительского генома вскоре 
после заражения и их воссоединении на более поздней стадии 
[62, 175, 180], а также данные об образовании быстро седимен- 
тирующих конкатемерных форм ДНК [4, 137, 139]. 

Мойер и Грэйвс [139] выдвинули предположение, что зеркаль¬ 
но обращенные повторы на концах ДНК, а также делеции и тран¬ 
спозиции, наблюдаемые у мутантных форм вируса оспы кролика, 
могут быть следствием крупных делеций внутри конкатемеров. 
Делеции зеркально обращенных концов могут объясняться обра¬ 
зованием кольцевых форм ДНК [122]. Были предприняты попыт¬ 
ки изучать ход репликации ДНК вируса осповакцины in vitro. 
Как было показано, в неочищенных цитоплазматических экстрак¬ 
тах сохраняется ограниченная способность вирусной ДНК к реп¬ 
ликации [63, 108]; здесь происходит заполнение пробелов и вос¬ 
соединение одноцепочечных разрывов в полностью сформирован¬ 
ных, но не имеющих концевых ковалентных связей цепях ДНК 
[176]. Для этого необходимо присутствие ATP, Mg 2+ и дезокси- 
рибонуклеозидтрифосфатов. Как уже упоминалось, выделена, 
очищена и охарактеризована кодируемая вирусом осповакцины 
ДНК-полимераза. In vitro она заполняет пустые промежутки по 
принципу репарации ДНК и обладает З'-экзонуклеазной актив¬ 
ностью, что позволяет говорить о ее корректирующей функции 
[34]. Недавно выделенные температурочувствительные мутанты 
вируса осповакцины с ДНК~-генотипом могут быть использованы 
при непермиссивных температурах в качестве средства идентифи¬ 
кации дополнительных белков, участвующих в процессе реплика¬ 
ции [38, 40, 51, 56, 107]. Однако число выделенных мутантов по¬ 
добного типа весьма невелико; учитывая сложность репликации 
и вероятное участие многих вирусных факторов, можно думать, 
что таких мутантов должно быть намного больше. 

Поздняя транскрипция 

Начало репликации ДНК служит вестником драматических 
изменений в экспрессии генов. Как показали опыты по гибриди¬ 
зации ДНК—РНК, на поздних стадиях транскрибируется почти 
весь геном [26, 149, 156]. Эти данные оказались несколько не¬ 
ожиданными, поскольку из других опытов следовало, что боль¬ 
шинство ранних белков после репликации ДНК более не синте¬ 
зируются. Вторым непонятным свойством поздней РНК была ее 
способность к самоотжигу или к отжигу с ранней РНК с образо¬ 
ванием гибридов, устойчивых к рибонуклеазе [28, 39, 223]. После 
того как была разработана технология исследования индивиду¬ 
альных РНК, каждое из этих явлений удалось правдоподобно 
объяснить. Обнаружено, что поздние транскрипты не имеют фик- 
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сированных З'-концов и что мРНК, кодирующая какой-то один 
белок, может варьировать по длине по меньшей мере в несколько 
раз [46]. По-видимому, поздние РНК захватывают также и ран¬ 
ние гены, и ряд поздних генов в той же или в противоположной 
цепи. В последнем случае РНК поддается отжигу с образованием 
дуплексов. Почему поздние РНК не способны к дискретной тер¬ 
минации, остается загадкой: либо у поздних генов отсутствует 
сигнал терминации, либо сказывается недостаток каких-то белко¬ 
вых факторов. 

Пока еще нет данных по нуклеотидным последовательностям 
поздних генов, поэтому трудно сказать, какой механизм исполь¬ 
зуется для регуляции транскрипции. Возможно, ранние и поздние 
гены имеют разные промоторные последовательности и последние 
опознаются модифицированной или даже новой РНК-полимера- 
зой. Поскольку синтез поздней РНК не идет при подавлении реп¬ 
ликации ДНК ингибиторами, а также при заражении клеток тем¬ 
пературочувствительными мутантами, у которых при непермис- 
сивных температурах блокирован синтез ДНК, какую-то роль 
должны играть свойства новореплицированной ДНК. В этой 
связи уместно напомнить о существовании нескольких классов 
температурочувствительных мутантов, способных синтезировать 
ДНК, но не способных к синтезу поздних белков [40]. Один из 
этих классов интересен тем, что фенотип его представителей, оп¬ 
ределяемый абортивным синтезом поздних белков, несет в себе 
те же черты, которые могут проистекать от воздействия на реп¬ 
ликацию поксвирусов изатин-р-тиосемикарбазона. Последний 
прерывает синтез поздних белков в зараженных клетках, что 
нельзя удовлетворительно объяснить нарушениями в синтезе или 
процессинге мРНК, а также понижением ее стабильности [44]. 

Вместе с тем стабильность мРНК может служить фактором, 
влияющим на экспрессию ранних и поздних генов. Создается впе¬ 
чатление, что с ходом цикла инфекции стабильность мРНК посте¬ 
пенно снижается [176, 196]. Повышенная скорость деградации 
мРНК в сочетании с другими факторами регуляции транскрип¬ 
ции приводит к быстрым изменениям в составе популяции мРНК. 

Регуляция происходит и на уровне трансляции. Первоначаль¬ 
но, исходя из данных по действию ингибиторов синтеза РНК и 
белков, предотвращающих отключение синтеза тимидинкиназы 
вируса коровьей оспы, было выдвинуто предположение о суще¬ 
ствовании особого супрессорного белка [119, 120]. Недавно в 
подкрепление этой идеи получены данные о том, что мРНК для 
тимидинкиназы и других белков могут быть выделены из зара¬ 
женных клеток даже после прекращения синтеза этих белков 
[84, 224]. 

Ряд данных указывает на участие в цикле развития поксвиру¬ 
сов клеточного ядра или РНК-полимеразы II. В клетках, лишен- 
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ных ядра, наблюдается снижение титра вируса [182]; то же про¬ 
исходит в результате предварительной обработки клеток а-ама- 
нитином, специфически ингибирующим клеточную РНК-полиме- 
разу II [86, 202]. Кроме того, отмечено присутствие вирусных 
РНК и ДНК в очищенных клеточных ядрах [24, 70]. Возмож¬ 
ность участия клеточных ферментов в транскрипции некоторых 
генов вируса осповакцины представляется весьма интригующей, 
но чтобы доказать это, нужны более прямые данные. 


Поздние белки 

Переход от синтеза ранних к синтезу поздних белков легко 
регистрируется по радиоавтографам полиакриламидных гелей, 
содержащих белки, меченные радиоактивными аминокислотами 
в разные промежутки времени [131, 170]. Детальный анализ по¬ 
казывает, что имеются по крайней мере два класса поздних бел¬ 
ков, к одному из которых относятся белки, синтезируемые сразу 
после репликации ДНК, а к другому — белки, синтезируемые с 
некоторой задержкой. Отбирая для трансляции в бесклеточной 
системе поздние мРНК, гибридизующиеся с очищенными [38] или 
клонированными [18] рестрикционными фрагментами ДНК, уда¬ 
лось локализовать положение в геноме вируса осповакцины око¬ 
ло 40 генов поздних полипептидов. Эти гены распределены по 
всему геному, но в несколько большей степени концентрируются 
в центральной области (табл. 30.3). 

Опыты с импульсным введением метки указывают, что не¬ 
сколько поздних полипептидов, включая главные структурные 
белки нуклеоида, подвергаются протеолитическому процессингу 
[130], который, по-видимому, сопряжен со сборкой вирусных 
частиц, поскольку такие препараты, как рифампицин, препятст¬ 
вующие созреванию вируса, подавляют и протеолиз [99]. Данные 
о сопряжении процессинга белков со сборкой вируса получены и 
на нескольких температурочувствительных мутантах [201]. 

К белкам, синтезируемым на поздних стадиях, относятся 
структурные белки вирусных частиц [133], а также некоторые 
ферменты, в том числе дезоксирибонуклеазы с кислым [121] и 
нейтральным [177] оптимумом pH, а также обе нуклеозидтрифос- 
фатфосфогидролазы [160, 177]. 

Сборка вируса, созревание 
и выход из клетки 

Электронно-микроскопический анализ тонких срезов клеток, 
зараженных представителями поксвирусов нескольких родов, 
привел к общей схеме развертывания событий [50], показанной 
на рис. 30.7. Начальные стадии образования вириона происходят 
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Рис. 30.7. Схематическое изображение состояния клетки через различные про¬ 
межутки времени после заражения вирусом осповакцины. 


в ограниченных гранулярных электроноплотных областях цито¬ 
плазмы, расположенных в стороне от клеточных мембран. Пер¬ 
вые появляющиеся при этом морфологически различимые струк¬ 
туры представляют собой серповидные (куполообразные в трех 
измерениях) образования, состоящие из бислойной мембраны с 
выступающим из нее с выпуклой стороны частоколом ворсинок и 
гранулярным материалом вблизи вогнутой поверхности. Ка¬ 
кую-то ясность относительно происхождения этих образований 
внесли опыты с использованием рифампицина. В присутствии 
этого антибиотика наблюдается накопление в клетке вирусных 
мембран с неупорядоченной структурой, лишенных ворсинок и 
неспособных к созреванию [78, 138, 146]. Примечательно, что че¬ 
рез несколько минут после удаления рифампицина мембраны 
покрываются ворсинками и приобретают характерную выпуклую 
форму (рис. 30.8). Ингибиторы синтеза РНК и белков эту стадию 
не подавляют, что свидетельствует о прямом воздействии рифам¬ 
пицина на процесс сборки и прикрепления ворсинок. Вероятно, 
именно ворсинки придают мембране жесткую выпуклую форму и 
в конечном итоге определяют размеры незрелых вирусных час¬ 
тиц. Есть данные, согласно которым ворсинкам можно приписать 
роль строительных лесов, — потом они заменяются на находя¬ 
щиеся на поверхности трубчатые элементы [61]. 
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Рис. 30.8. Электронная микрофотография незрелых частиц вируса осповакци¬ 
ны. Снимки сделаны с тонких срезов клеток через 8 ч после заражения в при¬ 
сутствии рифампицина (вверху) и через 10 мин после удаления антибиотика 
(внизу) [78]. 

На последующих стадиях незрелые вирусные оболочки при¬ 
нимают сферическую форму благодаря проникновению внутрь 
гранулярного матрикса плотной массы нуклеопротеина. Судя по 
отдельным электронно-микроскопическим снимкам, нуклеопроте- 
ин проникает внутрь оболочки непосредственно перед ее полным 
замыканием [125]. Поскольку в областях сборки вируса полисом 
нет, вирусные белки должны как-то переноситься от места их 
синтеза. Пока неясно, как доставляются белки в зрелые части¬ 
цы— охватываются ли они оболочкой или инъецируются внутрь, 
происходит ли это одновременно для всех белков или последова¬ 
тельно по мере созревания мембраны. Цитохимические исследо¬ 
вания указывают на то, что по крайней мере один фермент — 
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нуклеозидтрифосфатаза — уже присутствует в частице до того, 
как начинают проступать очертания вирусного нуклеоида и боко¬ 
вых тел [76]. Дальнейшие стадии формирования вирусных час¬ 
тиц, в ходе которых возникает сложная организация внутренних 
и наружных компонентов, должны сопровождаться непрерывно 
идущим синтезом белков. 

Биохимическое описание сборки вирусных частиц существен¬ 
но отстает от морфологического — частично из-за трудностей, 
связанных с выделением частиц на различных стадиях созрева¬ 
ния [195]. Уже упоминалось о вероятном сопряжении с процес¬ 
сом сборки протеолитического процессинга структурных белков. 
По-видимому, важную роль в дальнейших исследованиях может 
сыграть использование температурочувствительных мутантов ви¬ 
руса осповакцины, у которых при непермиссивных температурах 
блокированы различные стадии созревания [51]. 

Зрелые частицы вируса осповакцины покидают область сбор¬ 
ки и перемещаются к периферии клетки. При изучении неповреж¬ 
денных зараженных клеток с помощью высоковольтной электрон¬ 
ной микроскопии удалось выявить мембраноподобные чехлы, 
которые окружают зрелые вирионы, расположенные вдоль цито¬ 
плазматических нитей [215]. Зрелые вирионы сначала нанизаны 
на кончики особых микроволокон, а затем отделяются от них и 
выходят в среду. Как показано в иммунофлуоресцентных иссле¬ 
дованиях, эти микроволокна относятся к актинсодержащим мик- 
рофиламентам цитоскелета [82]. Двуслойные мембраны, окру¬ 
жающие зрелые вирусные частицы, по-видимому, формируются 
из материала аппарата Гольджи [87, 126]. Далее наблюдается 
их слияние с цитоплазматической мембраной, в результате чего 
происходит экстернализация вириона, который остается окру¬ 
женным одним слоем мембраны. 

Несмотря на существование такого механизма выхода вирус¬ 
ных частиц из клеток, большинство частиц ортопоксвирусов в 
тканевой культуре в конце цикла развития остается внутри кле¬ 
ток. По этой причине значение внеклеточной формы вируса до 
недавнего времени оставалось неясным. Когда выяснилось, что 
антитела, полученные иммунизацией кроликов большими доза¬ 
ми инактивированной внутриклеточной формы вируса осповак¬ 
цины, не защищают животных и тканевые культуры от зараже¬ 
ния, некоторые исследователи пришли к заключению, что внекле¬ 
точный вирус имеет особые антигенные свойства, которые важны 
при естественном распространении инфекции [3]. В последующих 
опытах была четко показана важная роль одетых в оболочку 
внеклеточных вирусных частиц для широкого распространения 
вирусной инфекции [30, 164]. Относительные количества внекле¬ 
точной формы вируса осповакцины могут меняться от 1 до 30% 
всех вирусных частиц в зависимости от штамма вируса и типа 
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клеток, однако какой-либо корреляции этих вариаций с общим 
числом вирусных частиц и размерами бляшек не замечено [163]. 
Непонятный ранее факт, связанный с включением вирусных гли¬ 
копротеинов в клеточные мембраны [132], стал понятен после 
того, как в оболочке внеклеточного вируса обнаружили семь гли¬ 
копротеинов [162]. Интересно отметить, что ингибиторы глико- 
зилирования, такие, как 2-дезокси-0-глюкоза и глюкозамин, пре¬ 
пятствуют выходу вируса осповакцины из клетки [166]. Выходу 
вирусных частиц из клеток препятствует также Ni -изоникотино- 
ил-І^ 2 -3-метил-4-хлорбензоилгидразин, который, по-видимому, 
мешает одеванию вирионов во внутриклеточные цитоплазматиче¬ 
ские мембраны [97, 165]. 

Для некоторых поксвирусов — вируса коровьей оспы, эктро- 
мелии, куриной оспы — характерно погружение многих находя¬ 
щихся в цитоплазме вирусных частиц в плотный белковый мат¬ 
рикс. Эти образования были названы включениями A -типа в от¬ 
личие от включений В-типа, представляющих собой участки, где 
происходит репликация и сборка вируса [98]. Сходные включе¬ 
ния, образующиеся вокруг вирусов оспы насекомых, по-видимо¬ 
му, защищают их от воздействия среды после разрушения зара¬ 
женных личинок [22]. Внедрившись в новую личинку, вирусные 
частицы освобождаются из белкового матрикса в кишечнике ли¬ 
чинки при щелочных pH. 

ПЕРЕСТРОЙКА КЛЕТОЧНОГО СИНТЕЗА 
МАКРОМОЛЕКУЛ 

Синтез белков 

Заражение тканевых культур вирусом осповакцины и други¬ 
ми ортопоксвирусами приводит к глубоким изменениям в клетке 
[7]: изменению проницаемости мембран [33], подавлению син¬ 
теза ДНК, РНК и белков. Очень сильное воздействие оказывает¬ 
ся на синтез белков [64, 127], чему посвящены весьма обширные 
исследования. Результаты экспериментов, выполненных в не¬ 
скольких лабораториях, свидетельствуют о том, что отключение 
синтеза клеточных белков может происходить и в отсутствие 
экспрессии вирусных генов. Следовательно, источником воздей¬ 
ствия должен быть белок, содержащийся непосредственно в ви¬ 
русной частице. Кандидатом на эту роль предлагались поверхно¬ 
стные трубчатые структуры [118] и 11К-фосфопротеин [20]. Ве¬ 
роятно, синтез блокируется на уровне ингибирования образова¬ 
ния комплекса метионил-тРНК с 405-субчастицей рибосом [172]. 
Имеются косвенные данные, согласно которым некоторые ранние 
вирусные белки создают условия, при которых возможен синтез 
вирусных, но не клеточных белков [17а, 129]. По всей вероятно- 
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сти, с началом экспрессии вирусных генов включаются дополни¬ 
тельные механизмы подавления синтеза клеточных белков [8]. 
В частности, анализ разновидностей мРНК, присутствующих в 
цитоплазме, указывает на то, что через несколько часов после 
множественного заражения вирусом осповакцины хозяйские 
транскрипты составляют относительно низкую долю [26, 43]. При 
этом наблюдается весьма высокая скорость деградации актино¬ 
вой и тубулиновой мРНК [183с]. 


Синтез нуклеиновых кислот 

Обнаружено ингибирующее действие вируса на синтез и про¬ 
цессинг клеточных мРНК [ 17Ь, 88, 190Ь]. Особенно внушительно 
выглядит практически полная остановка переноса рибосомной 
РНК в цитоплазму сразу после заражения вирусом осповакцины. 
Пока неясно, можно ли подавление синтеза РНК считать вто¬ 
ричным относительно ингибирования синтеза хозяйских белков. 
Репликация ядерной ДНК тоже подавляется, возможно из-за 
действия ДНКаз, кодируемых вирусом осповакцины [151]. 

В отличие от ортопоксвирусов, оказывающих на клетки быст¬ 
рое разрушающее действие, заражение вирусом оспы кур [36], 
вирусом фибромы Шоупа [198], вирусом Яба [2, 16] и вирусом 
контагиозного моллюска [ПО, 229] может приводить к гиперпла¬ 
зии и даже к образованию опухолей на коже животного. В неко¬ 
торых случаях заражение клеток в тканевой культуре стимули¬ 
ровало синтез ДНК и приводило к потере контактного торможе¬ 
ния [9а, 47, 124, 221]. При этом, как правило, какие-либо данные 
о встраивании вирусной ДНК в клеточный геном отсутствуют. 
Полагают, однако, что заражение опухолевым вирусом Яба мо¬ 
жет вызывать трансформацию клеток [188]|. 

МУТАНТЫ 

Условно-летальные мутанты 

Температурочувствительные условно-летальные мутанты ви¬ 
русов осповакцины и оспы кроликов были выделены либо как 
спонтанно возникающие формы, либо с помощью .искусственного 
мутагенеза [37, 40, 51, 54, 67, 153]. Классическими генетическими 
методами полученные мутанты были отнесены к разным группам 
комплементации и затем по частотам рекомбинаций было уста¬ 
новлено относительное расположение мутаций на генетической 
карте. Однако найденные мутации пока что затрагивают лишь 
небольшую долю общего числа генов. Были исследованы феноти¬ 
пические следствия мутаций, сказывающиеся на ходе синтеза 
ДНК, синтеза ранних и поздних белков, а также на ходе вирус- 
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ного морфогенеза, — обо всех этих проявлениях уже упоминалось 
в соответствующих разделах данной главы. Ускорению прогрес¬ 
са в этой области сильно способствовало использование в послед¬ 
ние годы метода «спасения маркера» для физического картиро¬ 
вания температурочувствительных и других мутаций [41, 147, 
191, 232]. При этом в зараженные клетки вводят преципитиро- 
ванную фосфатом кальция ДНК вируса дикого типа. Используя 
фрагменты ДНК, можно достаточно точно установить положение 
исследуемой мутации. По-видимому, при этом в цитоплазме зара¬ 
женных клеток происходят рекомбинации введенных фрагмен¬ 
тов ДНК с гомологичными участками генома. 


Мутанты, устойчивые к ингибиторам 

Репликации поксвирусов препятствует ряд веществ. Выделе¬ 
ны мутанты, устойчивые к 5-бромдезоксиуридину [55], рифампи- 
цину [217], изатин-р-тиосемикарбазону [100], фосфоноацетату 
[41а] и 2 / -0-метиладенозину [183Ь]. Ранее в этой главе уже вкрат¬ 
це говорилось о возможных механизмах действия некоторых из 
этих веществ. Мутации, придающие вирусу устойчивость к 
5-бромдезоксиуридину и фосфоноацетату, локализованы соответ¬ 
ственно в генах тимидинкиназы и ДНК-полимеразы, положение 
которых точно установлено методом «спасения маркера» [92, 
232]. 


Мутанты с измененным спектром хозяев 

Более 20 лет назад была выделена серия мутантов вируса ос¬ 
пы кроликов, неспособных продуцировать геморрагические «ос¬ 
пины» на хориоаллантоисной мембране куриных эмбрионов 
[67]; недавно было показано, что эти мутации являются резуль¬ 
татом дупликаций и транспозиций участков ДНК, находящихся 
вблизи концов генома [141, 143]. Некоторые из этих «оспинных» 
мутантов имеют более узкий спектр хозяев по сравнению с виру¬ 
сом дикого типа и дают фенотипические отклонения при зараже¬ 
нии непермиссивных клеток [140, 142]. Для вируса осповакцины 
также были описаны мутанты по спектру хозяев [53]. 


Гибридные вирусы 

На основе модифицированного метода «спасения маркера» 
были сконструированы гибридные вирусы осповакцины, содержа¬ 
щие чужеродные гены [113, 154]. Для достижения эффективной 
экспрессии последовательность чужеродного гена вставляют пос¬ 
ле одного из промоторов вируса осповакцины [135]. Особенно 
важно то, что такие гибриды, содержащие ^25 000 Ьр чужерод- 
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ной ДНК, тем не менее сохраняют инфекционность [205]. При 
использовании для вакцинации животных гибридных вирусов, со¬ 
держащих ген поверхностного антигена вируса гепатита В и ген 
гемагглютинина вируса гриппа, наблюдался высокий уровень 
продукции специфических антител; в обоих случаях была проде¬ 
монстрирована защита против вирусной инфекции [206, 207, не¬ 
опубликованные данные]. Таким образом, генетическая инжене¬ 
рия инфекционных гибридных вирусов может быть использована 
для приготовления вакцин в медицинских и ветеринарных целях. 
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Вирус гепатита В 

У. С. Робинсон 1 


Вирус гепатита В (НВѴ) распространен по всему миру. Он 
имеет большое значение для медицины, так как, видимо, являет¬ 
ся самым распространенным виновником хронических заболева¬ 
ний печени, в том числе гепатоцеллюлярной карциномы у челове¬ 
ка [214]. Кроме того, этот вирус и три близко родственных ему 
вируса, найденные у животных, стоящих на более низкой ступени 
эволюционного развития — сурков [213], земляных белок [123] 
и пекинских уток [127], — обладают молекулярными и биологиче¬ 
скими особенностями, которые отличают их от всех ранее извест¬ 
ных групп вирусов. Вирус гепатита сурков (WHV, от англ, 
woodchuck hepatitis virus) открыт [213] в 1978 г. в колонии Маг - 
mata топах в Филадельфийском зоопарке. Вирус обычно обнару¬ 
живали в сыворотке животных с гепатитом и гепатоцеллюлярной 
карциномой. Вирус гепатита земляной белки (QSHV, от англ, 
ground squirrel hepatitis virus) открыт [122] в 1980 г. в сыворот¬ 
ке диких Spermophilus beecheyi , пойманных в Северной Калифор¬ 
нии. Вирус гепатита уток (DHV) первоначально был выявлен 
(Summers, London, Sun, Blumberg, неопубликованные данные) 
в сыворотке домашних уток в одном из регионов Китайской На¬ 
родной Республики, где у этих птиц обычно встречается гепато¬ 
целлюлярная карцинома [243]. Эти вирусы входят в новую груп¬ 
пу, которая названа группой гепаднавирусов [121, 178, 183]. 

В связи с тем что эти вирусы были идентифицированы относи¬ 
тельно недавно и их еще не удается размножить в культуре тка¬ 
ни, неизвестны еще многие детали, касающиеся механизма их 
репликации. И вместе с тем уже сейчас ясно, что эти вирусы об¬ 
ладают рядом уникальных свойств. К одной из наиболее харак¬ 
терных особенностей относится структура их ДНК. В состав ви- 
рионов входят небольшие кольцевые молекулы ДНК [182], кото¬ 
рые частично являются одноцепочечными, а также ДНК-полиме- 
раза [97, 179], которая может достраивать ДНК и делать ее пол¬ 
ностью двухцепочечной [89, 107, 212]. Имеющаяся информация 
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позволяет также предположить, что механизм репликации вирус¬ 
ной ДНК уникален и что в нем участвует промежуточная РНК 
[133, 210]. К биологическим особенностям вируса гепатита отно¬ 
сится его поразительное сродство к гепатоцитам и способность 
часто вызывать персистентную инфекцию при высокой концент¬ 
рации вирусного антигена и инфекционного вируса в крови: в бо¬ 
лее низких концентрациях вирус определяется и в других жидко¬ 
стях организма. Такой характер инфекции объясняет передачу 
НВѴ при парентеральном введении сыворотки и содержащих сы¬ 
воротку препаратов. Распространенность и длительность перси¬ 
стентной инфекции НВѴ позволяет этому вирусу сохраняться в 
значительно меньших изолированных группах населения, чем это 
необходимо, например, для поддержания вируса гепатита Л 
[128] или вируса кори [18], которые не вызывают персистентных 
инфекций. 

ОБНАРУЖЕНИЕ И ПРИРОДА ФОРМ ВИРУСА, 

ВСТРЕЧАЮЩИХСЯ В КРОВИ 

Поверхностный антиген вируса гепатита В (HBsAg) открыт в 
1963 г. [8, 19] при исследовании полиморфизма сывороточных 
белков человека. Несколько лет исследований привели к тому, 
что его окончательно связали с острым гепатитом В [20, 158, 
165], и он был назван гепатит-ассоциированным антигеном 
(НАА). Позже, в связи с тем что он представляет собой поверх¬ 
ностный или оболочечный белок вириона гепатита В, он получил 
вошедшее сейчас в употребление название «поверхностный анти¬ 
ген вируса гепатита В» (HBsAg, от англ, hepatitis В surface anti¬ 
gen). Он является наиболее удобным маркером активной инфек¬ 
ции НВѴ. HBsAg присутствует в крови либо как составная часть 
вириона, либо как неполный корпускулярный вирусный компо¬ 
нент; никаких истинно растворимых или низкомолекулярных 
форм его не обнаружено [15, 111]. Поскольку вирус гепатита В 
не растет в культуре ткани, основным источником вирусного ма¬ 
териала для его изучения служит сыворотка больных. 

Первыми корпускулярными формами HBsAg, которые Бэйер 
и др. [15] в 1968 г. наблюдали с помощью электронного микро¬ 
скопа, были небольшие сферические частицы, гетерогенные по 
размерам и внешнему виду [диаметром от 16 до 25 нм, назван¬ 
ные (22 нм)-частицами], а также нитевидные и палочкообразные 
частицы (имеющие 22 нм в ширину и до нескольких сот наномет¬ 
ров в длину) (рис. 31.1). Это наиболее многочисленные несущие 
HBsAg частицы в сыворотке большинства больных, зараженных 
НВѴ. Они состоят из белка, углеводов и липидов, не содержат 
ДНК и сейчас рассматриваются как неполная форма оболочечно¬ 
го белка вируса. В 1970 г. Дейн и др. [46] описали большую, 
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Рис. 3,1.1. Электронные микрофотографии форм НВѴ в крови больных. А — Е. 
Фракции градиента плотности сахарозы после скоростного зонального осажде¬ 
ния частиц. 1 — вирионы с электроноплотной сердцевиной; 2 — пустые вирио- 
ны; 3 — нитевидные формы. 


более сложную частицу, содержащую HBsAg. Достоверные дан¬ 
ные свидетельствуют о том, что «частица Дейна» представляет 
собой полный вирион гепатита В. Вириок диаметром 42 нм имеет 
липидсодержащий наружный слой (оболочку) толщиной 7 нм и 
электроноплотную сферическую внутреннюю сердцевину, или 
нуклеокапсид, диаметром 28 нм (рис. 31,2,А). Поверхность ви- 
риона имеет антигенные детерминанты HBsAg, общие с неполны¬ 
ми формами вируса [шаровидными и нитевидными (22 нм)-ча¬ 
стицами] [6, 46]. Наружная оболочка вириона удаляется обра¬ 
боткой неионными детергентами, такими, как NP-40, после чего 
остаются свободные сердцевинные частицы (рис. 31.2,5), кото¬ 
рые содержат вирус-специфический антиген сердцевины гепати¬ 
та В (HBcAg, от англ, hepatitis В core antigen), антигенно отли¬ 
чающийся от HBsAg [180]. Сердцевина вируса содержит также 
вирусную ДНК [8] с ковалентно присоединенным полипептидом 
[70], ДНК-полимеразу і[97, 179], протеинкиназу [1] и, вероятно, 
третий антиген, ассоциированный с инфекционностью НВѴ 
(HBeAg, от англ, hepatitis В е antigen), присутствующий в скры- 
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Рис. 31.2. Электронные микрофотографии вирионов (слева) и сердцевин после 
обработки вирионов детергентом NP-40 (справа) (эксперимент Дж. Алмейды). 


той форме [218]. Эти вопросы подробно обсуждаются в следую¬ 
щих разделах и иллюстрируются рис. 31.3. Кроме вирионов с 
электроноплотной сердцевиной во всех -препаратах обнаружены 
также вирионы с пустой сердцевиной (рис. 31. і). При изучении 
эволюции вирусного гепатита В у людей [105] можно видеть, как 
различные серологические маркеры взаимодействуют друг с дру¬ 
гом. 

Размер вириона гепатита В, установленный с помощью элект¬ 
ронного микроскопа, составляет 42 нм в диаметре, что совпадает 
с результатами ранних исследований с применением ультра¬ 
фильтрации, в которых было показано, что инфекционный агент 
проходит через фильтры Зейца со средним диаметром пор 52 нм 
[130]. Измеренная с помощью электронного микроскопа концент¬ 
рация физических частиц вирионов в сыворотке (неопределяемая 
в одних сыворотках и достигающая в других ІО 5 — ІО 9 вирионов 
на 1 мл) [4] коррелирует с концентрацией НВѴ, непосредственно 
измеренной по инфекционности [12, 14, 84, 190, 201]. Введение 
шимпанзе 1 мл некоторых неразведенных HBsAg реактивных сы¬ 
вороток, полученных от больных хроническим гепатитом В после 
противовирусной терапии, не вызывало у них инфекции [190]. 
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4. Выделившийся из сердце- 
вины вириона в результате 
обработки детергентом 
(ДСН) HBeAg обнаружива¬ 
ется в виде растворимого 
антигена в сыворотке 


Рис. 31.3. Формы НВѴ, присутствующие в крови инфицированных больных. 

Это позволяет предположить, что у таких больных HBsAg цирку¬ 
лирует только в составе неполных частиц, но не в составе полных 
вирионов. Вместе с тем сыворотками некоторых больных удава¬ 
лось заражать людей или шимпанзе в разведениях до ІО -7 [12] 
или до ІО -8 [190, 201], что указывает на наличие в них высоких 
концентраций вирионов. Однако непосредственного сравнения 
тщательно измеренной концентрации физических частиц вируса 
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с количественным инфекционным титром НВѴ з одних и тех же 
сыворотках не проводили. Показано, что с помощью процедур 
концентрирования и частичной очистки вирионов можно получить 
препараты, инфекционные в более высоких разведениях (ІО -10 ), 
чем неконцентрированная сыворотка [226]. 

Содержание неполных вирусных форм в сыворотке обычно 
значительно превышает концентрацию полных вирионов. В не¬ 
которых сыворотках обнаружено ІО 13 и более сферических 
(22 нм)-частиц в 1 мл [101], т. е. их число превышает число ви¬ 
рионов в 10 000 и более раз. 

В крови животных, зараженных WHV, GSHV и DHV, найден 
набор вирусных форм, аналогичных описанным выше для НВѴ. 
Размер полных вирионов WHV [213] и GSHV [123], по всей ве¬ 
роятности, несколько больше (47 нм в диаметре), чем вирионов 
гепатита В, а вирионы DHV отличаются большей полиморф- 
ностью. 

НВѴ сохраняет инфекционность для людей в сыворотке по 
крайней мере в течение 6 мес при 30—32 °С [171] и в течение 
15 лет при —20 °С. После высушивания вирус сохраняет жизне¬ 
способность при хранении при 25 °С по крайней мере в течение 
1 нед [22]. При процедуре фракционирования плазмы по Кону 
большая часть НВѴ, HBeAg и ДНК-полимеразы сохраняется во 
фракции I (фибриноген, фактор VIII) или во фпакции III (про¬ 
тромбиновый комплекс), тогда как большая часть HBsAg пере¬ 
мещается во фракцию IV (фракция плазматических белков), а 
меньшие количества — во фракции III и V (альбумин) [17, 86, 
188, 229]. После прогревания НВѴ до 60 °С в течение 4 ч он еще 
сохраняет инфекционность [141]. 10-часовое прогревание сыво¬ 
роточного альбумина при 60 °С при обычных условиях приводит 
к инактивации инфекционного вируса [66]. Однако при очень 
высокой концентрации НВѴ инактивация может быть неполной 
[200, 204]. При 98°С инфекционность сыворотки частично устра¬ 
няется через 1 мин [103] или полностью — через 20 мин [241]. 
Обработка сухим жаром при 160 °С разрушает инфекционность в 
течение 1 ч [185]. При pH 2,4 HBsAg стабилен в течение 6 ч, но 
инфекционность НВѴ при этом теряется. В другой серии опытов 
НВѴ в течение 10 мин обрабатывали при 20 °С одним из пяти де¬ 
зинфицирующих препаратов (гипохлоритом натрия +500 мг сво¬ 
бодного активного хлора на 1 л; Cidex СХ-250+2%-ный водный 
раствор глутаральдегида, pH 8,4; Sporicidin pH 7,9+0,12%-ный 
глутаральдегид и 0,44%-ный фенол; 70%-ным изопропиловым 
спиртом; Wescodine, разведенным 1:213 и содержащим 80 мг 
активного иода на 1 л) и затем вводили одному шимпанзе [21]. 
Ни у одного из пяти животных не было отмечено признаков забо¬ 
левания. Наконец сообщалось, что обработка р-пропиолактоном 
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в комбинации с ультрафиолетовым облучением уменьшает титр 
инфекционного НВѴ в плазме человека примерно в 10 млн. раз 
[167]. 

СТРУКТУРА ПОВЕРХНОСТНОГО ВИРУСНОГО АНТИГЕНА 

Поверхностный антиген НВѴ — сложный антигенный комп¬ 
лекс. В HBsAg -частицах может быть определено по крайней ме¬ 
ре 5 антигенных детерминант. Группоспецифическая детерминан¬ 
та, обозначаемая а , является общей для всех препаратов HBsAg. 
Кроме того, имеются две пары подтиповых детерминант: d или у 
и w или г, которые по большей части взаимоисключают друг дру¬ 
га и поэтому обычно ведут себя как аллели [11, 109]. Описаны 
антигенная гетерогенность г^-детерминант и добавочные детерми¬ 
нанты, такие, как q или х или g [43, 45]. Идентифицировано 
8 подтипов HBsAg: aywayw 2 , ayw 3f ayw 4 , ayr, adw 2 , adw 4 и adr 
[43]. Встречаются сообщения о выделении на Дальнем Востоке, 
правда в единичных случаях, необычных комбинаций подтипов 
детерминант HBsAg (например, awr, adwr, adyw, adyr и adywr) 
[43]. В этих случаях детерминанты подтипов найдены на одних и 
тех же частицах, что позволяет предположить фенотипическое 
смешивание или образование необычных генетических рекомби¬ 
нантов во время смешанной инфекции. Наблюдается неравномер¬ 
ное географическое распределение подтипов HBsAg среди зара¬ 
женного населения [10, 129]. В Северной Америке, Европе и Аф¬ 
рике преобладают подтипы adw и ayw , а в Юго-Восточной Азии 
и на Дальнем Востоке — подтип adr наряду с adw и ayw. Подтип 
ауг менее распространен в мире, но он идентифицирован у не¬ 
скольких изолированных групп населения Океании [43, 152]. Гео¬ 
графическое распределение подтипов, вероятно, отражает лока¬ 
лизацию их происхождения и перемещения зараженного населе¬ 
ния. 

Иммунизация высокоочищенными частицами HBsAg обеспе¬ 
чивает защиту против заражения НВѴ [168, 215], так же как 
введение препаратов иммуноглобулина с высоким титром анти¬ 
тел против HBsAg (анти -HBs) [105, 172, 191]; это свидетельст¬ 
вует о том, что защиту от повторной инфекции обеспечивает им¬ 
мунный ответ именно на этот антиген. Доказано, что HBsAg —• 
вирус-специфический антиген. Антигенный подтип, обнаружи¬ 
ваемый при вторичных случаях заражения НВѴ, обычно тот же, 
что и в исходном случае, или соответствует исходному возбуди¬ 
телю, используемому при экспериментальном заражении [ПО, 
138]. Это свидетельствует о том, что детерминанты подтипов 
определяются вирусным, а не хозяйским геномом. Таким обра¬ 
зом, подтипы HBsAg являются очень полезными маркерами при 
эпидемиологическом изучении распространения вируса среди на- 
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селения, а также при изучении случаев его индивидуальной пере¬ 
дачи. Более прямое доказательство того, что HBsAg кодируется 
вирусным геномом, получено при изучении аминокислотных по¬ 
следовательностей полипептидов HBsAg и последовательностей 
оснований вирусной ДНК [36, 162], а также при изучении экс¬ 
прессии HBsAg в бактериях, трансформированных рекомбинант¬ 
ным плазмидным вектором, содержащим ДНК НВѴ [35]. 

Для определения химических свойств HBsAg сферические и 
нитевидные (22 нм) -частицы можно очистить с помощью гель- 
фильтрации, скоростного зонального центрифугирования и рав¬ 
новесного центрифугирования в градиенте плотности CsCl [50, 
68]. При центрифугировании в градиенте плотности CsCl эти час¬ 
тицы отделяются от вируса благодаря различиям в их плавучих 
плотностях. Плавучая плотность (22 нм)-сферических частиц 
подтипов adw и ayw равна примерно 1,20 г/см 3 в CsCl и 
1,17 г/см 3 в сахарозе [50, 68], что свидетельствует о значительном 
содержании в них липидов (приблизительно 30% веса). Более 
высокая плавучая плотность полных вирионов (приблизительно 
1,28 г/см 3 для вирионов с нуклеокапсидом, содержащим ДНК, и 
1,24 г/см 3 для вирионов с пустой сердцевиной) отражает вклад 
нуклеиновой кислоты в нуклеокапсиды [88]. Липидный анализ 
высокоочищенных препаратов (22 нм)-частиц HBsAg выявляет 
смесь липидов [100, 207], сходную с найденной в оболочечных 
вирусах, что предполагает происхождение липидов из клетки-хо¬ 
зяина. 

Средняя мол. масса частиц HBsA g/adw равна 3,7-10 е — 
4,6* ІО 6 [31]. При изоэлектрическом фокусировании препаратов 
(22 нм)-частиц HBsAg выявляется несколько популяций с раз¬ 
личными значениями рі, варьирующими от 3,65 до 5,3 [31, 32, 
87]. Средний коэффициент седиментации для HBsAg варьирует 
от 39S до 54S [68]. Определение среднего удельного коэффици¬ 
ента экстинкции 1%-ного раствора очищенного белка HBsAg при 
280 нм лежит в пределах от 37,3 до 60,0 [72, 239; Gerin, Buynak, 
неопубликованные данные]. 

Методом электрофореза в ДСН-ПААГ в очищенных препара¬ 
тах (22 нм)-частиц HBsAg adw -, ayw- и adr -подтипов выделено 
семь или более полипептидов с мол. массой от 25 000 до 100 000 
[52, 196]. Некоторые исследователи (см. обзор [177]) сообщают 
о присутствии двух самых маленьких полипептидов в качестве 
мажорных компонентов и более крупных полипептидов в качест¬ 
ве минорных компонентов. Хотя в разных работах размеры двух 
мажорных полипептидов варьируют, их средние размеры, уста¬ 
новленные методом ДСН-ПААГ, обычно составляют 25 000 (р25) 
и 29 000 (р29). Судя по окрашиванию реактивом Шиффа [33, 
197] и включению радиоактивных сахаров, больший из мажор¬ 
ных полипептидов (р29) и один или два более крупных минор- 
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ных компонента являются гликопептидами. Полипептиды р25 и 
р29 состоят из идентичных полипептидных цепей, так как они 
имеют идентичный аминокислотный состав [162, 196], идентич¬ 
ную последовательность 19 аминокислотных остатков, локализо¬ 
ванных на N -конце, и одинаковую последовательность трех остат¬ 
ков на С-конце [162]. Поскольку р29 гликозилирован, возможно, 
что за очевидно больший размер р29 ответственны только углево¬ 
ды. Пептидное картирование после расщепления трипсином пока¬ 
зало, что два белка различаются только одним пятном из 27 [72]. 
Эта небольшая разница может быть связана с гликозилировани- 
ем, с какими-то другими посттрансляционными модификациями 
одного из двух полипептидов или с различием в аминокислотных 
последовательностях; ясно, однако, что эти два белка имеют 
очень сходную первичную структуру. 

Изолированные мажорные полипептиды содержат группо- и 
типоспецифические детерминанты HBsAg [49, 67] и при исполь¬ 
зовании их для иммунизации индуцируют анти-НВз-антитела 
[49, 67, 195]. Несколько выделенных минорных высокомолеку¬ 
лярных полипептидов также, по-видимому, содержат группо- и 
типоспецифические детерминанты HBsAg [49, 75, 195, 196]; это 
наводит на мысль, что указанные полипептиды не являются уни¬ 
кальными, но должны иметь по крайней мере несколько амино¬ 
кислотных последовательностей, общих с меньшими мажорными 
полипептидами. Последнее подтверждается картированием трип¬ 
тических пептидов, показавшим, что высокомолекулярные пепти¬ 
ды содержат триптические пептиды, идентичные пептидам, най¬ 
денным в белках меньшего размера [59]. Однако наличие допол¬ 
нительных триптических пептидов указывает на то, что в боль¬ 
ших полипептидах имеются уникальные аминокислотные после¬ 
довательности, отсутствующие в белках меньшего размера. В по¬ 
липептидах найдены подтиповые детерминанты, одинаковые с де¬ 
терминантами в HBsAg -частицах, из которых они произошли. 
У других вирусов не обнаружено множества полипептидов раз¬ 
личных размеров, каждый из которых содержит одни и те же 
антигенные детерминанты. В связи с тем что полипептиды, не со¬ 
держащие углеводов, индуцируют анти-НВз-антитела, ясно, что 
вирус-специфические антигенные детерминанты содержатся в по¬ 
липептидной, а не в углеводной части гликопротеинов. Ясно так¬ 
же, что как группо-, так и типоспецифические остатки находят¬ 
ся на одном и том же полипептиде. Таким образом, полипептиды 
различных подтипов HBsAg могут содержать участки постоян¬ 
ных аминокислотных последовательностей, определяющие груп¬ 
поспецифические детерминанты, например d или у. Однако точ¬ 
ная структурная основа разницы подтипов еще не известна. Ами¬ 
нокислотный состав р25 и р29 в основном идентичен составу ин¬ 
тактного HBsAg того же подтипа [162]. Последовательности пер- 
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вых девяти остатков N -конца и один остаток (изолейцин) С-кон- 
ца у ayw- и шіоу-подтипов HBsAg также идентичны [162]. Поэто¬ 
му различия в последовательностях полипептидов р25 находятся 
в каких-то других их участках. В триптических картах мажорно¬ 
го негликозилированного полипептида р25 из частиц HBsAg раз¬ 
личных подтипов обнаружены существенные различия [59], так 
же как и в картинах рестриктазного расщепления геномной ДНК 
вирусов, относящихся к различным подтипам HBsAg [202], что 
свидетельствует о значительных различиях в первичной струк¬ 
туре. 

Молекулярное клонирование ДНК НВѴ в бактериальных 
клетках и определение нуклеотидных последовательностей вирус¬ 
ной ДНК подтипа ayw [36], а также неизвестного подтипа [234] 
привело к идентификации последовательностей, кодирующих ма¬ 
жорный полипептид (р25), содержащий HBsAg. Концы предпо¬ 
лагаемой кодирующей последовательности ДНК соответствуют 
известным N- и С-концам аминокислотной последовательности 
р25. Входящие в ДНК нуклеотидные последовательности кодиру¬ 
ют белок, состоящий из 225 аминокислот с мол. массой 25 422 
[36], что близко соответствует размеру р25, установленному с по¬ 
мощью ДСН-ПААГ. Рассчитанный из нуклеотидной последова¬ 
тельности этого гена аминокислотный состав близок к составу, 
описанному для р25 [162]. Предполагаемый полипептид имеет 
высокое содержание пролиновых остатков (10%), разбросанных 
по всей молекуле, т. е. в нем, по-видимому, мало длинных альфа- 
спиральны х участков. Вместе с тем имеется несколько гидрофоб¬ 
ных участков, и полипептид содержит также много цистеиновых 
остатков (6%), расположенных в центральной части полипепти¬ 
да. Химическое восстановление и алкилирование значительно 
уменьшают антигенную активность частиц HBsAg [51, 209, 238], 
из чего следует, что дисульфидные связи в этой области полипеп¬ 
тида необходимы для оптимальной реактивности HBsAg. В этой 
связи важно отметить, что разрушение дисульфидных связей 
между цистеиновыми остатками 124 и 137 и алкилирование сво¬ 
бодных тиоловых групп ликвидируют реактивность иммуногенно¬ 
го циклического синтетического пептида [53]. Для того чтобы 
полипептиды, выделенные после химического восстановления и 
ДСН-ПААГ-электрофореза, имели максимальную реактивность 
HBsAg, их необходимо вновь окислить. 

В полипептиде отмечен также высокий процент серина (10%) 
и треонина (8%)—аминокислот, к которым обычно присоеди¬ 
няются сахарные остатки [36]. Три из пяти аспарагиновых остат¬ 
ков содержатся в трипептидах типа Asn — X — серин (или трео¬ 
нин), которые необходимы для формирования N -гликозидных 
связей [208]. Содержание триптофана (6%) и тирозина (3%) со¬ 
ответствует УФ-спектру р25 [71], который свидетельствует о вы- 
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соком отношении триптофан/тирозин. Некоторые участки гидро¬ 
фильной области молекулы мажорного полипептида HBsAg 
(р25) синтезированы химически; они индуцируют у кроликов и 
мышей антитела, иммунопреципитирующие HBsAg -частицы из 
сыворотки и свободные полипептиды HBsAg [53, 113, 166, 237]. 
Указанными свойствами обладают синтетические пептиды, со¬ 
стоящие из аминокислотных остатков 2—16, 22—35, 48—81, 95— 
109 [113], 117—137 и 122—137, циклизованные с помощью ди- 
сульфидных связей [53], а также 134—146 [237] и 138—149 [166] 
(пронумеровано с N -конца р25, состоящего из 226 аминокислот). 
Девять синтетических пептидов, представляющих другие участ¬ 
ки р25, не индуцировали формирования реагирующих антител. 
Представленные результаты указывают, что аминокислотные до¬ 
мены, вызывающие формирование реагирующих антител, нахо¬ 
дятся на поверхности HBsAg -частиц и несут HBsAg -детерминан¬ 
ты. Секвенирование нуклеотидов ДНК и создание синтетических 
пептидов на основе такого секвенирования представляют собой 
подход, который может привести к детальному пониманию раз¬ 
личий подтипов HBsAg, однако для этого необходимо клониро¬ 
вать в бактериальных клетках ДНК вирусов разных подтипов 
HBsAg и секвенировать участки, кодирующие HBsAg. 

Несмотря на четкие доказательства расположения детерми¬ 
нант HBsAg в полипептидной цепи, изолированные полипептиды 
обычно слабее реагируют с aHTH-HBsAg -антителами и менее им¬ 
муногенны, чем интактные HBsAg -частицы. Однако адсорбиро¬ 
ванные на алюминии мицеллярные полипептидные вакцины, со¬ 
держащие оба белка, р25 и р29, вызывали у человека более вы¬ 
сокий aHTH-HBs -ответ, чем вакцина из адсорбированных на алю¬ 
минии интактных HBsAg -частиц [83а]. Обработка интактных 
HBsAg -частиц перйодатом или гликозидазой и нейраминидазой 
вызывает значительную потерю HBsAg -реактивности [28]. Это 
наводит на мысль, что для полной антигенности интактных час¬ 
тиц углеводы все-таки необходимы. Связыванием HBsAg -частиц 
с лектинами позволяет предположить, что углеводы расположены 
на поверхности частицы. В связи с этим были предприняты по¬ 
пытки очистить частицы с помощью аффинной хроматографии на 
колонках с конканавалином А [145]. Связывание HBsAg -частиц 
с лектинами, специфическими для сиаловой кислоты, и с лектина¬ 
ми земляных орехов, специфическими для р-галактозы, соответ¬ 
ственно до и после обработки нейраминидазой [144, 147], свиде¬ 
тельствует о том, что эти два сахара могут быть последним и 
предпоследним остатками поверхностного углевода. Обработка 
протеазой не разрушает HBsAg -реактивности интактных HBsAg - 
частиц [28], как это происходит со свободными полипептидами, 
т. е., по-видимому, критический участок HBsAg -реактивных поли¬ 
пептидов в собранных частицах недоступен для протеаз. 



298 Глава 31 


Препараты (22 нм) -частиц всегда содержат небольшие коли¬ 
чества сывороточных белков [27, 135, 146], которые не удается 
удалить при тщательной очистке. Еще не ясно, являются ли они 
минорными внутренними компонентами частиц, или просто проч¬ 
но связаны с поверхностью частиц, или же только загрязняют пре¬ 
параты и очищаются вместе с HBsAg. Единственным сывороточ¬ 
ным компонентом, присутствующим в очищенных препаратах 
HBsAg в количествах, позволяющих выявить его при окрашива¬ 
нии ДСН-гелей кумасси, является человеческий сывороточный 
альбумин, который либо комигрирует как отдельный полипептид 
с одним из вирус-специфических полипептидов [198], либо пред¬ 
ставляет собой интегральный компонент пептида с мол. массой 
68 000 [186]. Из нескольких лабораторий поступили сообщения о 
том, что HBsAg -частицы и HBsAg -полипептиды содержат рецеп¬ 
торы для полимеризованного альбумина [89, 91, 92, 143] и что 
именно прочным связыванием сывороточного альбумина с этими 
рецепторами объясняется присутствие значительных количеств 
этого белка в очищенных препаратах HBsAg. Присутствие ре¬ 
цепторов для альбумина не только на интактных частицах 
HBsAg, но и на полипептидах свидетельствует о вирусном проис¬ 
хождении рецепторов. 

В связи с тем что наружная оболочка вирионов гепатита В 
содержит HBsAg и, очевидно, липиды, предположили, что ее хи¬ 
мический состав сходен с тем, который описан для (22-нм)-час¬ 
тиц HBsAg. Однако прямого химического анализа оболочки ви¬ 
рионов не проводили. Некоторые исследователи считают, что ви- 
рионы могут иметь добавочные поверхностные антигенные детер¬ 
минанты, которых нет на других корпускулярных формах 
HBsAg [149], однако в ряде работ подтвердить это не удалось 
[69, 224]. 

Поверхностные антигены WHV [240] и GSHV [72, 123] пока¬ 
зывают значимую, хотя и минимальную специфическую пере¬ 
крестную реакцию с HBsAg. Два мажорных полипептида поверх¬ 
ностного антигена GSHV сходны с соответствующими белками 
HBsAg, хотя и имеют явно меньшие размеры. Только одна треть 
пептидов триптического гидролизата, полученных из полипепти¬ 
дов поверхностного антигена GSHV, идентична пептидам HBsAg, 
а две трети — различаются [72]. Это говорит о том, что, хотя 
GSHV и WHV родственны НВѴ, они не идентичны ему. Вероят¬ 
но, все три вируса дивергировали от общего предшественника в 
отдаленном прошлом. Поверхностный антиген DHV не дает пе¬ 
рекрестных серологических реакций ни с одним из вирусов мле¬ 
копитающих (НВѴ, GSHV и WHV) [121, 127]. Он содержит 
один мажорный полипептид, несколько отличающийся от мажор¬ 
ных полипептидов других вирусов по размеру (17,5К) и хрома¬ 
тографической картине триптического гидролизата [122]. По- 
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следняя указывает на более отдаленную связь DHV с вирусами 
млекопитающих по сравнению со связью этих вирусов между со¬ 
бой. О подтипах или других антигенных вариациях поверхност¬ 
ных антигенов WHV, GSHV или DHV пока ничего не известно. 

СТРУКТУРА ВИРУСНЫХ НУКЛЕОКАПСИДОВ 

Сердцевина вириона, или нуклеокапсид, несет сердцевинный 
антиген гепатита В (HBcAg). Этот антиген обнаружен в крови 
как внутренний компонент вирионов. Свободный HBcAg иногда 
определяется в сыворотке в ранний период виремии, до появле¬ 
ния антител к HBcAg (анти-НВс) [83]. Сердцевина вириона 
представлена на рис. 31.2, £ и 31.3. Частицы, несущие HBcAg и 
имеющие под электронным микроскопом вид сердцевины вирио¬ 
на, выделены также из гомогенатов печени, зараженной НВѴ 
[61, 85]. Показано, что значительная фракция HBcAg -частиц, 
выделенных из вирионов [88], и меньшая фракция их, выделен¬ 
ная из зараженной печени [180], имеют высокую плавучую плот¬ 
ность в CsCl (1,38 г/см 3 ) и содержат ДНК и ДНК-полимеразную 
активность. Однако плавучая плотность большинства HBcAg -час- 
тиц из ткани зараженной печени и многих частиц из вирионов 
[61, 88, 96] ниже (1,28—1,33 г/см 3 ), так как в них мало или 
совсем нет ДНК, т. е. они представляют собой пустые частицы, 
в которых ДНК-полимераза также отсутствует. Когда иодиро¬ 
ванные препараты частиц, полученных из плазмы, подвергли изо¬ 
электрическому фокусированию в градиенте pH, они дали ма¬ 
жорные пики активности HBcAg при pH 4,0. В аналогичных ус¬ 
ловиях на препаратах из сердцевинных частиц, выделенных из 
ядер гепатоцитов, подобные пики получили при pH 3,7 [61]. 

Сердцевины WHV и GSHV имеют ультраструктуру, сходную со 
структурой сердцевины НВѴ, но у сердцевины DHV имеются еще 
«шипы», выступающие на поверхности частиц [127]. 

Установлено, что высокоочищенные сердцевины, полученные 
из вирионов, и HBcAg -частицы, выделенные из печени, содержат 
несколько уникальных полипептидов с мол. массой от 19К до 
38К [26, 61, 88, 218]. Антигенная специфичность этих полипепти¬ 
дов достаточно хорошо не определена, однако есть данные, что 
полипептид 19К может, как описано в разделе, посвященном 
HBeAg, реагировать с антителами к е-антигену гепатита В (ан- 
ти-НВе). После выделения этот полипептид, очевидно, также не¬ 
сет HBcAg -детерминанту [137]. Другие попытки получить рас¬ 
творимый HBcAg из частиц сердцевины оказались безуспешны¬ 
ми. 

В сердцевине вирионов и HBcAg -частиц из печеночной ткани, 
зараженной НВѴ, была найдена протеинкиназа [1]. С помощью 
этого фермента интенсивно фосфорилируется только один мажор¬ 
ный (19К) полипептид из частиц сердцевины. Аналогичная ситуа- 
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ция наблюдается и у других вирусов с оболочкой, у которых фос- 
форилированные вирионные полипептиды связаны с вирусной 
нуклеиновой кислотой. Пока роль протеинкиназной активности в 
вирусной инфекции и репликации еще не ясна. 

Хотя детального сравнения антигенной специфичности HBcAg 
из разных источников еще не проводили, сообщений об антиген¬ 
ной вариабельности или гетерогенности также нет. Считают, что 
HBcAg кодируется вирусом. Он определяется только во время 
инфекции НВѴ; после заражения наблюдается ранний и быстрый 
антительный ответ на HBcAg [104]; по-видимому, этот антиген 
является внутренним компонентом вириона [6]. І\ прямому дока¬ 
зательству кодирования HBcAg вирусом относится экспрессия 
HBcAg бактериальными клетками, которые трансформированы 
гибридной плазмидой, содержащей ДНК НВѴ [20, 56]. Антигены 
сердцевины WHV [240] и GSHV [60] в незначительной степени 
перекрестно реагируют друг с другом и с HBcAg и совсем не ре¬ 
агируют с DHV. Подобно сердцевине из НВѴ, сердцевина GSHV 
содержит протеинкиназную активность, которая фосфорилирует 
мажорный полипептид сердцевины. 

ПРИРОДА е-АНТИГЕНА ГЕПАТИТА В 

е-Антиген гепатита В (HBeAg), впервые идентифицированный 
в 1972 г., физически и антигенно отличается от HBsAg и HBcAg 
[119]. Правда, следует отметить, что он трудно поддается очист¬ 
ке и химически охарактеризован еще недостаточно. Имеются дан¬ 
ные о том, что HBeAg представляет собой комплекс антигенов. 
При определении в сыворотках отдельных больных методом диф¬ 
фузии в агаровом геле он дает до трех линий преципитации, обо¬ 
значаемых е ь е 2 и е 3 [44, 134, 216, 242]. В сыворотках больных 
гепатитом В определяются как связывающийся с иммуноглобу¬ 
лином G (IgG) HBeAg с мол. массой 300К [118, 221], так и мень¬ 
ший «свободный» HBeAg с мол. массой 30—35К [221, 223, 225]. 
Свободная форма, по-видимому, способна диссоциировать на 
меньшие полипептиды с мол. массой 15,5К [148, 220, 225]. Воз¬ 
можно, что еі, е 2 и е 3 представляют различные комплексы 
HBeAg с иммуноглобулином или без него, но для того, чтобы 
определить действительные структурные или химические разли¬ 
чия между ними, необходимы дальнейшие исследования. Изо¬ 
электрическое фокусирование сывороточных фракций, содержа¬ 
щих еі, выявило гетерогенность по заряду, причем большая часть 
антигена определялась между pH 4,5 и 5,0 [225]. Антиген, по-ви¬ 
димому, термолабилен и чувствителен к сульфгидрильным реа¬ 
гентам. 

Особо следует отметить, выраженную корреляцию присутст¬ 
вия HBeAg в сыворотке больных с высокой концентрацией физи- 
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ческих вирусных частиц [9, 80, 153, 222] и инфекционного НВѴ 
[190, 201]. Это наводит на мысль, что HBeAg и вирионы проду¬ 
цируются вместе во время инфекции, и свидетельствует о воз¬ 
можности прямой физической связи между ними. К тому же на¬ 
капливаются данные о том, что HBeAg является компонентом 
сердцевины вириона. При разрушении сердцевины вириона де¬ 
тергентом из нее высвобождается HBeAg [25, 142, 157, 218]. Вы¬ 
свобождающийся при этом мажорный полипептид сердцевины 
(19К) реагирует только с анти-НВе и не реагирует с анти-НВс 
[218]. Однако при введении кроликам полипептид 19К стимули¬ 
рует образование антител не только к HBeAg, но и к HBeAg, т. е. 
в одной молекуле этого полипептида расположены эпитопы обо¬ 
их антигенов. По-видимому, стандартные методы могут оказаться 
негодными для определения HBeAg на полипептиде, если на мо¬ 
лекуле существует только одна детерминанта HBeAg. Связав 
пептид с твердой фазой, покрытой антителами к HBeAg, Миика- 
ва и Майуми [137] легко выявили наличие HBeAg -детерминанты, 
поддержав таким образом это предположение. Для WHV, 
GSHV и DHV не обнаружено антигенов, перекрестно реагирую¬ 
щих с HBeAg. 

ФИЗИЧЕСКАЯ И ГЕНЕТИЧЕСКАЯ СТРУКТУРА 
ВИРУСНОЙ ДНК 

Вирионы гепатита В содержат маленькую кольцевую частич¬ 
но двухцепочечную молекулу ДНК [182] (рис. 31.4); одноцепо¬ 
чечные участки варьируют по длине, составляя в различных мо¬ 
лекулах от ~15 до 60% длины окружности [89, 107, 212]. Таким 
образом, ДНК состоит из длинной цепи (L) постоянной длины 
(~3 220 оснований) во всех молекулах и короткой цепи (S), ко¬ 
торая в различных молекулах варьирует по длине от 1700 до 2800 
оснований [107]. ДНК-полимераза достраивает одноцепочечные 
участки вирусной ДНК до полностью двухцепочечной молекулы, 
содержащей приблизительно 3200 Ьр. Синтез ДНК начинается на 
З'-конце короткой цепи, который в разных молекулах находится 
на различных участках в пределах специфической области ДНК 
и заканчивается по достижении 5'-конца короткой цепи, располо¬ 
женного в строго определенном месте. Длинная цепь не является 
замкнутой окружностью: в точке, расположенной приблизительно 
на расстоянии 300 Ьр от 5'-конца короткой цепи, существует раз¬ 
рыв [187, 202, 212]. С помощью нагревания при определенных 
условиях, которое вызывает избирательную денатурацию 300-ну- 
клеотидной области между 5'-концом короткой кепи и разрывом 
в длинной цепи, кольцевая ДНК может быть превращена в ли¬ 
нейную форму с одноцепочечными липкими концами [187]. Ли¬ 
нейная форма может быть вновь переведена в кольцевую путем 
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Рис. 31.4. Физическая и генетическая карта ДНК НВѴ (HBsAg, adw 2 ). Штри¬ 
ховая линия обозначает участок короткой (S) цепи ДНК, в пределах которого 
в различных молекулах находится З'-конец. Соответственно одноцепочечный 
участок длинной (L) цепи может иметь разную длину в различных молекулах. 
Сайты рестрикции, локализация одноцепочечного разрыва в L -цепи, 5'-конец 
S -цепи и локализация одноцепочечного участка даны по Сидикуи и др. [202], 
а открытые рамки считывания (большие стрелки) по Галиберту и др. [63]. 


реассоциации комплементарных одноцепочечных концов. По-ви¬ 
димому, б'-концы обеих, как длинной, так и короткой, цепей ДНК 
НВѴ блокированы таким образом, что предотвращено их фосфо¬ 
рилирование полинуклеотидкиназой [70]. Химическая природа 
блока б'-конца короткой цепи неизвестна. К б'-концу длинной 
цепи ДНК, выделенной из вирионов, ковалентно присоединен по¬ 
липептид, что, несомненно, предотвращает фосфорилирование 
этой цепи [70]. 

ДНК НВѴ клонирована в бактериальных клетках и секвени- 
рована [63, 235]. Она имеет четыре открытые рамки считывания 
в полной, или длинной, цепи, которая, следовательно, является 
минус-цепью (согласно договоренности плюс-цепь вирусной ДНК 
имеет ту же последовательность нуклеотидов, что и вирусная 
мРНК, а минус-цепь комплементарна мРНК). Идентифицирова¬ 
ны кодирующие последовательности для двух мажорных вирион- 
ных полипептидов. Открытая рамка считывания 2 (см. ORF2 на 
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рис. 31.4) содержит нуклеотидную последовательность, кодирую¬ 
щую мажорный HBsAg -реактивный полипептид. Эта последова¬ 
тельность длиной 678 нуклеотидов детерминирует полипептид из 
226 аминокислот с мол. массой 25 422. Последовательность, рас¬ 
положенная выше инициирующего кодона для этого полипептида 
в ORF2, называется npe-S -участком; если он транслируется 
in vivo, то должен синтезироваться большой предшественник р25 
с С-концевой последовательностью, идентичной этой последова¬ 
тельности р25. Действительно ли in vivo образуется такой пред¬ 
шественник или этот npe-S -участок имеет какие-то другие функ¬ 
ции, нужно еще определить. Открытая рамка считывания 3 
(рис. 31.4.) содержит нуклеотидную последовательность, которая 
кодирует мажорный полипептид сердцевины вириона. Эта после¬ 
довательность детерминирует белок из 183 аминокислот. Поли¬ 
пептиды, кодируемые двумя другими рамками считывания 
(ORF1 и ORF4, рис. 31.4), еще не идентифицированы. ORF1 пол¬ 
ностью перекрывает ORF2, содержащий S -ген. ORF1 потенциаль¬ 
но может кодировать белок с мол. массой 95 000. ORF4 — самая 
маленькая потенциально кодирующая последовательность длин¬ 
ной цепи — может кодировать полипептид с мол. массой ~ 16 000, 
содержащий 154 аминокислоты. ДНК НВѴ и WHV внутри самой 
маленькой открытой рамки считывания, расположенной на длин¬ 
ной цепи (ORF4) поблизости от одноцепочечного разрыва, имеет 
последовательность, которая может формировать стабильную 
шпилечную структуру; выдвинута гипотеза о возможной функ¬ 
ции этой последовательности в качестве сайта начала реплика¬ 
ции. 

НВѴ В ЗАРАЖЕННЫХ КЛЕТКАХ 
И МЕХАНИЗМ РЕПЛИКАЦИИ ВИРУСА 

В самых ранних исследованиях НВѴ, проведенных на зара¬ 
женных гепатоцитах, с помощью иммунофлуоресцентного окра¬ 
шивания показано, что HBcAg присутствует тольк'о в ядрах гепа- 
тоцитов, а HBsAg — в цитоплазме и на клеточной поверхности 
[13, 77, 169]. Соответственно под электронным микроскопом час¬ 
тицы, похожие на сердцевины вирионов, выявлены исключитель¬ 
но в ядрах гепатоцитов [7, 30, 90]. Частицы, напоминающие те 
или иные формы HBsAg, в клетках определить не удалось, и мор¬ 
фогенез этих частиц, а также полных вирионов не известен. При 
персистентной инфекции с помощью иммунофлуоресцентного ок¬ 
рашивания выявляются разные количества клеток, содержащих 
регистрируемый вирусный антиген (от <1% до фактически всех 
гепатоцитов у разных больных) [13, 77, 169]. В разных клетках 
одной и той же хронически инфицированной печени картина 
экспрессии вирусного антигена, по-видимому, различна. Чаще 
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всего наибольшее число клеток окрашивается положительно 
только на HBsAg, меньшее число клеток содержит только HBcAg 
и еще меньше клеток содержат оба антигена — HBsAg и HBcAg. 
В печени некоторых хронических носителей единственным опре¬ 
деляемым антигеном является HBsAg. У всех носителей, проду¬ 
цирующих вирионы с относительно высокой концентрацией ви¬ 
русной ДНК-полимеразы и значительные количества вирусной 
ДНК, обнаруживается значительное число HBcAg -положитель¬ 
ных клеток. Присутствие различных вирусных антигенов в клет¬ 
ках одной и той же хронически инфицированной печени свиде¬ 
тельствует о том, что в разных клетках отдельные вирусные гены 
экспрессируются по-разному. 

Изучены формы вирусной ДНК и ее синтез в печени уток, за¬ 
раженных DHV [126, 210], и в печени человека, зараженного 
НВѴ [132, 133]. Полученные результаты позволяют предполо¬ 
жить, что ДНК этих вирусов реплицируется уникальным спосо¬ 
бом. ДНК НВѴ присутствует в зараженных клетках печени но¬ 
сителей HBsAg в нескольких формах. Преобладающая форма 
(форма I) обнаруживается исключительно в клеточных ядрах и 
представляет собой замкнутую кольцевую форму ДНК, состоя¬ 
щую из 3200 Ьр [133]. Несколько форм ДНК присутствует в ци¬ 
топлазме клеток печени, и, по-видимому, они находятся в части¬ 
цах с ДНК-полимеразной активностью [132, 133]. Сходные час¬ 
тицы, обладающие свойствами сердцевины вируса, выявлены в 
зараженной DHV печени уток [210]. Частицы из зараженной 
НВѴ печени человека содержат состоящую из 3200 Ьр релакси- 
рованную кольцевую (форма II) и линейную (форма III) вирус¬ 
ную ДНК; одноцепочечные фрагменты вирусной ДНК, состоящие 
из 3200 нуклеотидов, и молекулы вирусных гибридов ДНК—РНК. 
[132, 133]. В системе DHV гибридные молекулы, по-видимому, 
содержат имеющие poly (А)-последовательности плюс-цепи ви¬ 
русной РНК полной длины (3200 нуклеотидов) [210]. Эндоген¬ 
ная ДНК-полимеразная активность частиц катализирует вклю¬ 
чение нуклеозидтрифосфатов в негативные ДНК-цепи гибридных 
вирусных молекул ДНК—РНК в присутствии или в отсутствие 
актиномицина D, подавляющего ДНК-зависимый синтез ДНК. 
Эти данные позволяют предположить, что плюс-цепь ДНК син¬ 
тезируется на РНК-матрице обратной транскриптазой с помощью 
механизма, аналогичного механизму, известному для ретровиру¬ 
сов. В системе DHV РНК-цепь гибридной молекулы ДНК—РНК 
деградирует по мере увеличения длины ДНК-цепи, что напоми¬ 
нает аналогичное явление у ретровирусов, где это происходит под 
действием РНКазы Н. Данные, полученные в системе DHV, на¬ 
водят на мысль, что праймером для синтеза минус-цепи ДНК 
служит белок, причем уже обнаружено, что в процессе роста эта 
цепь в гибридной молекуле ДНК—РНК ковалентно связана с 
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Рис. 31.5. Предполагаемый механизм репликации НВѴ. ЛЛ/^Л РНК; — ДНК; 

Ш хозяйская ДНК; ф белок-затравка; Л ДНК-полимераза. 

белковой затравкой Нуклеозидтрифосфаты включаются также в 
плюс-цепь релаксированных кольцевых молекул ДНК в ДНК-за- 
висимой реакции. 

Приведенные выше данные, полученные на клетках печени 
человека, зараженных НВѴ, и клетках печени уток, зараженных 
DHV, позволяют построить следующую рабочую модель 
(рис. 31.5) репликации вирусов гепатита В. После проникнове¬ 
ния вируса в клетки печени в клеточных ядрах формируются 
замкнутые кольцевые вирусные ДНК, состоящие из 3200 Ьр. Они 
могут функционировать как матрицы для синтеза вирусной 
мРНК и синтеза плюс-цепи РНК размером 3200 нуклеотидов, ко¬ 
торая в свою очередь служит матрицей для синтеза минус-цепи 
ДНК. Плюс-цепь РНК полной длины, новосинтезированная ви¬ 
русная ДНК-полимераза (обратная транскриптаза) и белок-за¬ 
травка для синтеза минус-цепи ДНК собираются в комплекс с 
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мажорным структурным полипептидом сердцевины вируса и об¬ 
разуют сердцевину, или нуклеокапсид вируса. Затем внутри нук- 
леокапсида синтезируется минус-цепь вирусной ДНК. В этом 
процессе используются белковая затравка и РНК-матрица, кото¬ 
рая постепенно по мере синтеза ДНК деградирует под действием 
РНКазы Н. На матрице минус-цепи ДНК в кольцевой конформа¬ 
ции синтезируется плюс-цепь вирусной ДНК. Затем частицы 
сердцевины собираются в полные вирионы с HBsAg и липидсо¬ 
держащими оболочками клеточной мембраны. В случае НВѴ 
[132, 133] формирование вируса и выделение его из клетки могут 
происходить, очевидно, на любой ступени после сборки сердце¬ 
вины, так как вирионы (частицы Дейна), содержащие молекулы 
гибридов ДНК—РНК, а также частично одноцепочечные коль¬ 
цевые ДНК обнаруживаются в крови. Эндогенная ДНК-полиме- 
раза в вирионах катализирует включение нуклеотидов в минус- 
цепи ДНК гибридов РНК — ДНК и в плюс-цепи ДНК частично 
одноцепочечных молекул. 

Результаты обработки ДНК из зараженной НВѴ печени рест¬ 
рикционными эндонуклеазами и последующего анализа методом 
блотинга по Саузерну позволяют считать, что во многих, а может 
быть, и во всех случаях последовательности вирусной ДНК ин¬ 
тегрируют с клеточной ДНК. Доказательства этому получены в 
ряде работ [23, 95], в которых после (но не до) расщепления 
клеточной ДНК рестрикционным ферментом (например, 
tfmdIII), не способным расщеплять ДНК вируса, были обнару¬ 
жены один или несколько фрагментов, содержащих вирусную 
ДНК и превышающих ее по размеру (т. е. >3200 Ьр). В препара¬ 
тах печени, полученной от разных хронически инфицированных 
больных, эти высокомолекулярные Hind Ш-ДНК-фрагменты раз¬ 
личаются. Полагают, что возможность определять такие 
ДНК-фрагменты блотингом по методу Саузерна обусловлена 
включением вирусной ДНК в одни и те же участки разных кле¬ 
ток печени у одного и того же больного, но у разных больных 
эти участки различаются. Однако прямых доказательств этого 
утверждения пока нет. Другие вирусы, легко интегрирующие с 
клеточной ДНК, например ретровирусы, включаются во многие 
и, вероятно, случайные участки клеточной ДНК. У них специфи¬ 
ческие участки интеграции с помощью описанного выше подхода 
для НВѴ определить не удается или, точнее удается только для 
клонов клеток, например клеток большинства опухолей, индуци¬ 
рованных вирусами (см. обзор [236]). Включение вирусной ДНК 
в специфические участки ДНК клеток печени, инфицированной 
НВѴ (хотя, очевидно, в разные у различных больных), пока яв¬ 
ление уникальное. 

Есть работы [102, 132], в которых сообщалось о включении 
ДНК НВѴ в случайные сайты интеграции. Авторы этих работ 
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выявили субгеномные фрагменты ДНК, содержащие последова¬ 
тельности ДНК НВѴ, после расщепления ДНК клеток инфици¬ 
рованной печени рестрикционным ферментом, расщепляющим 
ДНК НВѴ в нескольких участках. При этом не обнаруживали 
фрагментов, превышающих длину генома, определяемых в опыте 
с Hindlll. 

Последовательности вирусной ДНК, интегрированной с ДНК 
клеток инфицированной печени, детально не охарактеризованы. 
Ясно, однако, что в клетках печени, в которых реплицируется 
НВѴ, интегрированная вирусная ДНК встречается в значительно 
меньших количествах (<1 копии на клетку), чем свободная ви¬ 
русная ДНК (>500 копий на клетку) [95, 132]. Хотя роль интег¬ 
рированной вирусной ДНК в репликации не установлена, пока¬ 
зано, что ген HBsAg экспрессируется в клетках, в которых вирус¬ 
ная ДНК присутствует только в интегрированном состоянии. 
Экспрессии других вирусных генов, находящихся в интегрирован¬ 
ной форме, не наблюдается. Пока неизвестно: а) интегрировав 
ли в зараженных клетках печени весь геном вируса или только 
его часть, б) сохраняется ли в интегрированных участках поря¬ 
док последовательностей, присущий вирионной ДНК (исключе¬ 
ние представляет ген HBsAg, о котором известно, что для экс¬ 
прессии в интегрированном состоянии он должен быть интакт¬ 
ным), в) происходит ли включение по специфическим или слу¬ 
чайным сайтам вирусной ДНК. Для того чтобы получить более 
прямые доказательства интеграции и ответить на поставленные 
выше вопросы о состоянии вирусной ДНК и ее роли в жизненном 
цикле вируса, необходимы дальнейшие исследования по клони¬ 
рованию и секвенированию интегрированной вирусной ДНК. 

Состояние интегрированной вирусной ДНК в первичной гепа¬ 
тоцеллюлярной карциноме человека и сурка, а также в клеточ¬ 
ных линиях гепатомы человека в культуре ткани изучено более 
детально. Многие из них (но не все), по-видимому, содержат 
интегрированную ДНК вируса. После расщепления опухолевой 
ДНК рестрикционной эндонуклеазой Hindlll и последующего 
анализа методом блотинга по Саузерну были выявлены фрагмен¬ 
ты ДНК, содержащие вирусные последовательности, причем эти 
фрагменты превосходили по длине вирусную ДНК и были сход¬ 
ны с упомянутыми выше фрагментами из неопухолевой ткани 
инфицированной печени. Эти данные свидетельствуют о том, что 
вирусная ДНК интегрирует со специфическими участками кле¬ 
точной ДНК в ткани гепатоцеллюлярной карциномы, однако в 
разных опухолях эти участки различаются [23, 24, 37, 125, 131, 
192, 193]. Клонированием и секвенированием интегрированной 
вирусной ДНК с фланкирующими последовательностями клеточ¬ 
ной ДНК было доказано, что вирусные последовательности ин¬ 
тегрируют с хозяйской ДНК первичной гепатоцеллюлярной кар- 
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диномы. Проведенные на современном уровне опыты на опухолях 
сурков [156] и человека показали, что вирусная ДНК содержит 
обширные делеции и перестройки, специфичные для каждой ин¬ 
тегрированной вирусной последовательности. Кроме того, для 
каждой включенной ДНК участки соединения вирусной и клеточ¬ 
ной ДНК также специфичны. В одной гепатомний клеточной ли¬ 
нии последовательности ДНК НВѴ, по-видимому, интегрированы 
по крайней мере с восемью специфическими участками клеточ¬ 
ной ДНК, причем эти последовательности в значительной степе¬ 
ни метилированы в отличие от ДНК НВѴ в вирионах или в не¬ 
опухолевой зараженной вирусом ткани печени [131]. Более ин¬ 
тенсивное метилирование последовательностей, кодирующих по¬ 
липептид сердцевины, по сравнению с метилированием последо¬ 
вательностей, кодирующих полипептид HBsAg, коррелирует с 
экспрессией HBsAg в этой клеточной линии и отсутствием экс¬ 
прессии HBcAg или продуктов других вирусных генов. Эти фак¬ 
ты позволяют предположить, что метилирование вирусной ДНК 
может играть определенную роль в регуляции экспрессии вирус¬ 
ных генов в гепатомах. 


ТКАНЕВАЯ ТРОПНОСТЬ 


Некоторое время гепатоциты рассматривались как единствен¬ 
ный тип клеток, инфицируемых НВѴ [140, 155, 199], и когда в од¬ 
ном случае [93] после трансплантации печени удалось добиться 
полного исчезновения инфекции, решили, что печень была единст¬ 
венным местом инфекции. Однако наличие высокой концентра¬ 
ции HBsAg в панкреатическом соке некоторых больных [81] за¬ 
ставило задуматься о том, не заражает ли иногда НВѴ клетки 
поджелудочной железы. Позднее при исследовании 30 случаев 
НВѴ-инфекции человека с помощью иммунофлуоресцентного ок¬ 
рашивания в клетках поджелудочной железы обнаружили 
HBsAg и HBcAg (в 18 и 6 случаях соответственно) при отсутст¬ 
вии этих антигенов в контролях [98]. Высокая концентрация 
DHV в поджелудочной железе зараженных этим вирусом пекин¬ 
ских уток [127] позволяет предположить, что у них этим виру¬ 
сом, близким к НВѴ, заражается поджелудочная железа. Таким 
образом, кроме печени у некоторых больных, а также у уток мо¬ 
гут инфицироваться клетки поджелудочной железы. Других 
публикаций, посвященных репликации вируса в поджелудочной 
железе, пока нет. Недавно у больных гепатитом В при биопсии 
костного мозга идентифицированы клетки, положительные на 
HBsAg [184]. 
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ПАТОГЕНЕЗ ЗАБОЛЕВАНИЙ, ВЫЗЫВАЕМЫХ НВѴ 

Острый и хронический гепатиты В 

Острый и хронический гепатиты В представляют собой синд¬ 
ромы гепатоцеллюлярного некроза и воспалительных реакций, 
связанных с заражением гепатоцитов НВѴ. При первичной ин¬ 
фекции НВѴ заболевание печени может быть слабо выражено 
или вообще отсутствовать либо гепатит может быть острым раз¬ 
личной тяжести — от мягкого до молниеносного [160]. При пер¬ 
систентной инфекции иногда состояние печени может быть гисто¬ 
логически нормальным или близким к нормальному, а ее функ¬ 
ционирование нормальным, а иногда состояние и функционирова¬ 
ние печени характеризуется синдромами «хронический перси¬ 
стентный гепатит» или «хронический активный гепатит» [160]. 
Хронический персистентный гепатит обычно рассматривают как 
непрогрессирующий, тогда как хронический активный гепатит — 
более тяжелое заболевание, часто прогрессирующее до цирроза. 
Кроме того, с хронической НВѴ-инфекцией тесно связано после¬ 
дующее развитие первичной гепатоцеллюлярной карциномы (см. 
следующий раздел «Первичная гепатоцеллюлярная карцинома»). 
Наконец, НВѴ-инфекция может быть также ответственна за раз¬ 
личные проявления в других органах помимо печени, которые, 
очевидно, являются результатом иммунного ответа на инфекцию 
[73, 74]. 

Механизм повреждения клеток печени при гепатите В не уста¬ 
новлен, но существует множество предположений о роли, кото¬ 
рую играет в нем иммунный ответ [48, 55]. Идентифицировано 
несколько факторов, коррелирующих со степенью тяжести остро¬ 
го и хронического гепатита В, которые могут дать ключ к патоге¬ 
незу этого заболевания. Среди этих факторов — доза инфицирую¬ 
щего вируса; при более высоких дозах НВѴ обычно наблюдается 
более короткий инкубационный период и более тяжелое течение 
острого гепатита, чем при более низких дозах [12]. Вторым фак¬ 
тором, по-видимому, является возраст. Для юного возраста ха¬ 
рактерно очень мягкое течение гепатита [189, 228]. Парадок¬ 
сальным образом у иммунологически дефектных хозяев НВѴ-ин¬ 
фекция протекает более мягко, чем у иммунологически нормаль¬ 
ных [114, 154]. Эти наблюдения заставляют задуматься о воз¬ 
можном влиянии иммунного ответа на тяжесть острого гепа¬ 
тита В. 

Во время острой и хронической НВѴ-инфекции почти всегда 
развивается гуморальный иммунный ответ на HBcAg и HBsAg 
[5, 106, 117], а во многих случаях и на HBeAg [3, 159, 219]. Есть 
также данные о том, что при хронических гепатитах проявляется 
гуморальный иммунитет к печеночным (хозяйским) антигенам 
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[55]. Однако участие гуморального иммунного ответа в повреж¬ 
дениях печени при гепатите следует исключить в связи с тем, что 
тяжелые острые и хронические вирусные гепатиты встречаются 
и в отсутствие нормального гуморального иммунного ответа, на¬ 
пример у больных с агаммаглобулинемией [65, 76]. 

Многочисленные исследователи сообщают о клеточном им¬ 
мунном ответе при острых и хронических гепатитах В, направ¬ 
ленном против НВѴ-антигенов и (или) антигенов клеток печени 
[41, 48, 55, 108]. Специфическая клеточная иммунореактивность 
к HBsAg определяется при остром гепатите по тестам подавле¬ 
ния миграции лейкоцитов и трансформации лимфоцитов, варьи¬ 
рует при хроническом гепатите В и наиболее сильно и регуляр¬ 
но выражена в период выздоровления и вскоре после него. У но¬ 
сителей HBsAg, не имеющих заболевания печени, сенсибилиза¬ 
ция клеток к HBsAg при использовании данного метода часто не 
определяется или определяется в очень незначительной степени. 
Выявленная у больных хроническим активным гепатитом имму- 
нофлуоресцентным окрашиванием [77, 169] локализация HBsAg 
на поверхности клеток (в отличие от цитоплазматической лока¬ 
лизации у лиц со слабовыраженным заболеванием печени или 
при полном его отсутствии) рассматривается как состояние, под¬ 
ходящее для иммунной атаки, направленной на HBsAg. Извест¬ 
ны сообщения о цитотоксичности лимфоцитов больных гепати¬ 
том В для искусственных или нефизиологических клеток-мише¬ 
ней, таких, как эритроциты птиц, несущие химически связанный 
HBsAg. Что же касается эффекторных клеток против линии кле¬ 
ток гепатомы человека, продуцирующей HBsAg, то данные об их 
антигенспецифической цитотоксической активности противоречи¬ 
вы [48, 55]. Некоторые исследователи [39, 47] не смогли найти 
какой-либо цитотоксической активности эффекторных клеток у 
лиц, переболевших гепатитом В, или у больных острым гепати¬ 
том В. Вместе с тем другие [38], используя монослой гепатомных 
клеток-мишеней, секретирующих HBsAg (клеточная линия Алек¬ 
сандера), определили нерестриктированный HLA цитотоксиче¬ 
ский ответ активированных интерфероном NK -подобных (ни В-, 
ни Т-) лимфоцитов, полученных от выздоравливающих от гепа¬ 
тита В больных. Цитотоксичность не обнаружена в мононуклеар- 
ных клетках периферической крови нормальных доноров или 
больных, инфицированных ранее вирусами гепатита А или гепа¬ 
тита какого-либо еще типа помимо А или В. Эго позволяет ду¬ 
мать, что лимфоциты могут играть роль в защитном ответе хо¬ 
зяина при заражении гепатитом В. 

При вирусном гепатите показана также сенсибилизация кле¬ 
ток к хозяйским антигенам [48]. Примерно у половины больных 
острым гепатитом В была определена сенсибилизация к печеноч¬ 
носпецифическим поверхностным мембранным липопротеинам ге- 
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патодитов (печеночноспецифические белки, или LSP, от англ, 
liver specific protein), но она оказалась временной и не выявля¬ 
лась после выздоровления [112, 139]. Реактивность к LSP выяв¬ 
ляется также у большинства больных хроническим активным ге¬ 
патитом независимо от наличия у них HBsAg -положительной ре¬ 
акции. Угнетенная у больных острым или хроническим гепатитом 
активность Т-супрессоров с выздоровлением возвращается к нор¬ 
ме [40]. 

Изложенные здесь факты привели некоторых исследователей 
к заключению, что главную роль в повреждении печени при ост¬ 
рых и хронических гепатитах В играет клеточная реактивность к 
HBsAg и (или) к антигенам гепатоцитов (например, к LSP). Хо¬ 
тя этот механизм в настоящее время не доказан, в его пользу го¬ 
ворит недавнее обнаружение у лиц, иммунных к гепатиту, цито¬ 
токсических эффекторных клеток, направленных против несущих 
HBsAg клеток-мишеней [38]. Следует отметить, что некоторые 
вирусные маркеры в сыворотке и печени персистентно инфициро¬ 
ванных больных более часто регистрируются у больных с выра¬ 
женным хроническим гепатитом. HBeAg и активность вирионнсй 
ДНК-полимеразы в сыворотке [2, 57, 58, 79, 120, 150, 170, 173, 
203, 230], а также HBeAg и HBsAg в печеніи [77, 79, 169] часто 
определяются у больных хроническим активным гепатитом или 
хроническим персистирующим гепатитом, причем разница в рас¬ 
пространении указанных маркеров при этих синдромах незначи¬ 
тельна [57, 120, 150, 203]. В противоположность этому «здоро¬ 
вые» носители [2, 120, 230], включая тех, у которых отсутствие 
отклонений или их незначительность подтверждены биопсией пе¬ 
чени [79, 173], часто HBeAg -негативны, не имеют вирионной 
ДНК-полимеразы [79] и при этом часто анти-НВе-позитивны 
[2, 79, 120, 150, 173]; более того, при биопсии печени и иммуно- 
флуоресцентном окрашивании у них выявляются только HBsAg 
и не выявляются HBeAg [77, 79, 169]. Подобные результаты на¬ 
водят на мысль, что в клетках больных хроническим гепатитом 
репликация полного вируса происходит чаще, чем в клетках но¬ 
сителей со слабовыраженным или совсем не выраженным гепа¬ 
титом; у последних чаще удается выделить только продукт экс¬ 
прессии одного вирусного гена — HBsAg. В связи с этими данны¬ 
ми возникает вопрос о том, что в повреждении печени при НВѴ- 
инфекции играет роль клеточный иммунный ответ против HBeAg 
или HBeAg (или какого-то еще не обнаруженного вирусного ан¬ 
тигена), но только не HBsAg. Это предположение подтверждает¬ 
ся результатами исследования, в котором сообщается о цитоток¬ 
сичности клеток периферической крови для аутологичных гепа¬ 
тоцитов при хронических гепатитах В; цитотоксичность блокиру¬ 
ется анти-НВс, и это наводит на мысль о том, что HBeAg может 
быть антигеном-мишенью для цитотоксических клеток [54]. Бо- 
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лее того, была показана HBcAg -реактивность поверхности гепа- 
тоцитов больных хроническим гепатитом В [231]. 

В поддержку гипотезы о связи повреждения печени при гепа¬ 
титах В с иммунным ответом часто выдвигают убедительный до¬ 
вод о том, что НВѴ — не цитопатический вирус. В пользу дан¬ 
ного мнения приводятся наблюдения, свидетельствующие о том, 
что в культивируемых линиях гепатомы, в клетках которых со¬ 
держится полный геном НВѴ, целый вирус не продуцируется, а 
экспрессируется только HBsAg, и при этом не наблюдается 
повреждения роста или функций клеток [116, 124]. В клетках 
здоровых носителей, продуцирующих только HBsAg, также нет 
повреждений печени или они выражены очень слабо [79]. Одна¬ 
ко эти наблюдения не исключают возможности цитопатической 
инфекции, если в инфицированных НВѴ клетках: реплицируется 
вирусная ДНК, а кроме HBsAg экспрессируется еще HBcAg, 
HBeAg и продукты других вирусных генов. К тому же сочетание 
HBeAg в сыворотке и HBcAg в печени с активным гепатитом 
совместимо с таким механизмом. Следовательно, прямое цито¬ 
токсическое действие вируса все еще должно рассматриваться 
как возможный механизм повреждения печени НВѴ. 

Интересно, что болезни печени, вызываемые другими гепадна- 
вирусами, сильно отличаются от НВѴ-инфекции. Хотя у сурков 
с хронической WHV -инфекцией часто встречается активный 
гепатит умеренной тяжести, у них не бывает цирроза, 
характерного для людей при НВѴ-инфекции [164]. У зара¬ 
женных вирусом GSHV земляных белок гепатиты почти не встре¬ 
чаются [121]. Эти данные могут иметь значение для будущих 
исследований, целью которых будет выявление роли различных 
факторов (вирусных, хозяйских или окружающей среды) в пато¬ 
генезе заболеваний печени, связанных с заражением упоминав¬ 
шимися выше вирусами. Что касается механизма повреждения 
клеток печени, то для его выяснения необходимы дополнитель¬ 
ные исследования. Если у человека хронический гепатит харак¬ 
теризуется присутствием в крови HBeAg и вирионов, содержащих 
ДНК и ДНК-полимеразу, а также присутствием в печени HBcAg, 
то у земляных белок ситуация иная. У этих животных совсем не 
бывает гепатита или он возникает очень редко, хотя концентра¬ 
ция вирионов, содержащих ДНК и ДНК-полимеразу, в крови на¬ 
много выше, чем у людей с острыми гепатитами [121, 123]. Та¬ 
ким образом, по крайней мере у земляных белок репликация пол¬ 
ного вируса не ведет к повреждению клеток печени. 

Последний возможный механизм, который необходимо рас¬ 
смотреть при обсуждении вопроса о повреждении клеток печени 
во время некоторых НВѴ-инфекций, по-видимому, уникален и из 
всех известных вирусных заболеваний человека присущ только 
заболеваниям, вызываемым НВѴ. Речь идет о коинфекции вто- 
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рым цитопатическим вирусом — дельта-агентом, который ка¬ 
ким-то образом зависим в своей репликации от НВѴ. В сыворот¬ 
ках большинства больных с дельта-антигеном в печени содер¬ 
жатся антитела к нему (анти-дельта). В ходе обследования было 
обнаружено значительное распространение анти-дельта среди 
итальянцев, живущих как в Италии, так и в других странах, сре¬ 
ди наркоманов, вводящих наркотики внутривенно, а также среди 
носителей HBsAg, которым много раз делали переливание крови 
[176]. Дельта-антиген не обнаружен у больных, отрицательных 
по HBsAg, однако в небольших количествах он присутствует у 
HBsAg -негативных больных, подвергавшихся многократным пе¬ 
реливаниям крови, но только у тех, которые имеют анти -HBs. 
Введение сывороток, содержащих дельта-антиген, не имеющим 
его шимпанзе—носителям HBsAg, привело к появлению этого 
антигена в ядрах гепатоцитов этих животных, к исчезновению 
HBcAg, определявшемуся ранее иммунофлуоресцентным окра¬ 
шиванием, и к увеличению активности сывороточной аланинами- 
нотрансферазы [174]. Из этих данных следует, что дельта явля¬ 
ется антигеном дефектного инфекционного агента (дельта-виру¬ 
са). Его репликация зависит от одновременного заражения НВѴ. 
Фенотипическое смешивание ведет к образованию частиц, содер¬ 
жащих дельта-антиген, с оболочками, в которые включен 
HBsAg, а заражение этими частицами вызывает повреждение пе¬ 
чени [175]. Для того чтобы определить, насколько правильна 
предложенная модель, необходимы дополнительные исследова¬ 
ния. 

Что касается роли дельта-агента в развитии человеческих ге¬ 
патитов, то в ранних исследованиях его чаще обнаруживали у 
больных, положительных по HBsAg с острыми и хроническими 
гепатитами, чем у бессимптомных носителей [176]. Чисто умозри¬ 
тельно полагали, что тяжелый или молниеносный гепатит чаще 
развивается при одновременном заражении НВѴ и дельта-аген¬ 
том, чем при заражении одним НВѴ, и случаи молниеносного ге¬ 
патита В, положительного на дельта-антиген [217], казалось бы, 
подтверждали это положение, но позже выяснили, что дельта-ан¬ 
тиген присутствует только у небольшого числа больных молние¬ 
носным гепатитом, по крайней мере в США [217] и Ирландии 
[194]. Следовательно, для большинства больных молниеносным 
гепатитом в этих странах дельта-агент не имеет никакого значе¬ 
ния. По-видимому, значение дельта-агента возрастает в зонах его 
более широкого распространения, например в Италии, где было 
найдено, что он присутствует у 32% носителей HBsAg с хрониче¬ 
ским активным гепатитом и у 52% больных циррозом печени, но 
отсутствует у здоровых носителей HBsAg [217]. Вполне вероят¬ 
но, что в случае приобретения дельта-инфекции носителями 
HBsAg [42, 194] у них может происходить обострение гепати- 
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та, однако необходимо еще установить, всегда ли случаи обост¬ 
рения можно объяснить действием дельта-агента и как влияет 
последний на тяжесть острого и хронического гепатитов В в 
США. К сожалению, в настоящее время механизм повреждения 
печени, связанный с дельта-инфекцией, еще не изучен. 


Первичная гепатоцеллюлярная карцинома 
(гепатома) 

Другой формой заболевания, связанной с хронической НВѴ- 
инфекцией, является первичная гепатоцеллюлярная карцинома, 
или гепатома, причем количество данных, подтверждающих роль 
НВѴ в этиологии гепатомы, все увеличивается [16]. В сыворотке 
большинства больных с гепатомой отмечены низкие титры 
HBsAg и отсутствие HBeAg, а в клетках печени — редкое при¬ 
сутствие HBcAg [151, 214]. Эти данные свидетельствуют о том, 
что хронические инфекции, наблюдаемые у таких больных, име¬ 
ют длительное течение. В связи с тем что в районах с высокой 
частотой гепатитов НВѴ-инфекции обычны для очень раннего 
возраста, возрастное распределение больных с клинически рас¬ 
познаваемыми опухолями позволяет предположить, что опухоли 
появляются в среднем через 35 лет после заражения НВѴ [206]. 
У 60—90% больных гепатомой имеется также сопутствующий 
цирроз [16, 99, 161, 206, 232], который наряду с персистентной 
НВѴ-инфекцией, по-видимому, предрасполагает человека к гепа¬ 
тоцеллюлярной карциноме. Ясно, однако, что цирроз не является 
необходимым для ее развития. 

НВѴ-инфекция у человека — не единственная гепаднавирус- 
ная инфекция, ассоциированная с гепатомой. У сурков, заражен¬ 
ных WHV, гепатомы встречаются чаще [121, 164, 213], чем у лю¬ 
дей, зараженных НВѴ. В неволе гепатома развивается приблизи¬ 
тельно у одной трети зараженных в течение года животных, в то 
время как среди незараженных животных не отмечено развития 
опухолей. У человека и сурка фоновые заболевания печени и рас¬ 
пределение вирусных маркеров в сыворотке различаются. Гепа¬ 
тома развивается у сурков с гистологическими изменениями, ха¬ 
рактерными для острого и хронического гепатитов, и при высо¬ 
ком уровне полного вируса в крови (но никогда не сопровожда¬ 
ется циррозом) [164]. В противоположность этому у человека 
гепатома обычна при циррозе в отсутствие активного воспали¬ 
тельного процесса, при наличии низких титров HBsAg в сыворот¬ 
ке, когда не регистрируется ни HBeAg, ни вирионная ДНК-поли- 
мераза. 

В некоторых районах Китая отмечено развитие гепатом в по¬ 
пуляциях уток, и в тех же популяциях уток обнаружен гепадна- 
вирус уток, правда, сообщений о прямой корреляции присутствия 
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вируса и возникновения опухолей не появилось (Summers et al., 
неопубликованные результаты). В одном исследовании, прове¬ 
денном в Китае у трех уток, имевших гепатому, не удалось опре¬ 
делить ДНК DHV, несмотря на то что нижняя граница чувстви¬ 
тельности определения составляла 0,2 копии вирусного генома на 
клетку. В США аналогичный вирус обнаружен в крови уток на 
птицефермах [121, 127], однако гепатомы у них не найдено. В те¬ 
чение трех лет наблюдения гепатомы не развились у 24 заражен¬ 
ных GSHV земляных белок, находящихся в неволе [121, 123]. 
По-прежнему актуальным остается вопрос, какие факторы наи¬ 
более важны в распространении рака печени в системах хозя¬ 
ин— гепаднавирус: вирус, хозяин или условия окружающей 
среды? 

В нескольких исследованиях изучали состояние вируса в тка¬ 
ни гепатом человека и сурков и в линиях культуры ткани из ге- 
патом человека. При иммунофлуоресцентном и иммуноперокси- 
дазном окрашивании опухолевой ткани было обнаружено, что у 
больных с HBsAg в крови неопухолевые клетки печени положи¬ 
тельны на HBsAg и (или) на HBcAg, тогда как опухолевые клет¬ 
ки чаще всего отрицательны, правда, в некоторых исследованиях 
сообщается о наличии небольшого количества положительных на 
HBsAg клеток в опухолях [99]. Еще более редко определялся 
HBcAg. Таким образом, лишь небольшое количество опухолевых 
клеток, по-видимому, экспрессирует продукт того или иного ви¬ 
русного гена в количествах, достаточных для выявления с по¬ 
мощью иммунофлуоресцентного окрашивания. 

В самых ранних исследованиях вирусной ДНК из опухолей 
[115, 211] в качестве зонда для гибридизации в растворе с ДНК, 
экстрагированной из ткани гепатомы, использовали радиоактив¬ 
ную вирионную ДНК, полученную в реакции с вирусной ДНК- 
полимеразой. В некоторых опухолях были найдены последова¬ 
тельности вирусной ДНК при нижней границе чувствительности 
определения менее одной копии генома вируса на клетку. Как 
упоминалось выше в разделе «НВѴ в зараженных клетках и ме¬ 
ханизм репликации вируса», расщепление рестрикционной эндо¬ 
нуклеазой и блот-анализ по Саузерну [205] позволили предпо¬ 
ложить, что кроме свободной эписомной вирусной ДНК с длиной 
генома 3200 Ьр во многих, но не во всех изученных гепатомах 
определяется интегрированная вирусная ДНК [23, 24, 34, 102, 
125, 193, 233]. По полученным данным интеграция происходит в 
немногих (обычно в 1—4) специфических участках клеточной 
ДНК в опухолях человека и сурков, но в разных опухолях эти 
участки различны. Интегрированные вирусные ДНК содержат 
обширные делеции и перестройки, которые, как и участки соеди¬ 
нения вирусной ДНК с клеточной, специфичны для каждой интег¬ 
рированной вирусной последовательности. 
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Выявленный блот-анализом по Саузерну характер интеграции 
ДНК НВѴ не специфичен для гепатомы; выше, в разделе по ре¬ 
пликации вирусов, мы уже обсуждали содержащие эту ДНК вы¬ 
сокомолекулярные HitidlW- фрагменты, которые обнаружены как 
в препаратах неопухолевой ткани печени при острой [23] и хро¬ 
нической [23, 102, 193] инфекции, так и в препаратах из первич¬ 
ной гепатомы. В препаратах хронически инфицированной печени 
от разных больных Hind, ІІІ-фрагменты различались. До сих пор 
не удалось выявить разницы в состоянии вирусной ДНК, интег¬ 
рированной с ДНК гепатомы и с ДНК неопухолевой ткани пе¬ 
чени. 

Таким образом, несмотря на явную связь между длительно 
протекающими гепаднавирусными инфекциями и формированием 
гепатомы у человека и сурков, а также на обнаружение во мно¬ 
гих опухолях вирусной ДНК, интегрированной с клеточной ДНК, 
пока не ясно, каким образом вирусы принимают участие в разви¬ 
тии первичных гепатом. Роль вирусов должна быть согласована 
с данными о том, что, во-первых, в некоторых опухолях человека 
и сурков интегрированная вирусная ДНК не обнаружена; во-вто¬ 
рых, участки интеграции в разных опухолях различны; в-третьих, 
интегрированная вирусная ДНК в различных опухолях пере¬ 
строена по-разному. 

По крайней мере при поверхностном взгляде гепаднавирусы 
имеют некоторые общие черты с РНК-содержащими опухолерод¬ 
ными вирусами (ретровирусами), хотя многие свойства НВѴ и 
родственных ему вирусов уникальны и характеризуют именно 
эту группу вирусов. Среди общих черт можно назвать сходство 
структуры генома, хотя типы нуклеиновых кислот в вирионах 
этих двух групп вирусов различны: ДНК в случае гепаднавиру- 
сов и РНК в случае ретровирусов. Так же как у ретровирусов 
[236], у гепаднавирусов разделение и репарация липких концов 
ДНК приводят к образованию линейных молекул с прямыми 
повторами размером ~300 Ьр в концевых последовательностях 
[187]. У вирусов обеих групп все вирусные мРНК транскрибиру¬ 
ются с одной и той же цепи ДНК и, следовательно, в одном и том 
же направлении. Кроме того, гепаднавирусная ДНК реплици¬ 
руется через промежуточную РНК с использованием обратной 
транскриптазы [133, 210], т. е. по механизму, в некоторой степе¬ 
ни аналогичному механизму репликации ретровирусов [236]. 
При сравнении нуклеотидной последовательности гена обратной 
транскриптазы ретровирусов и предполагаемой кодирующей по¬ 
следовательности ДНК-полимеразы НВѴ выявилась значитель¬ 
ная гомология [227], что свидетельствует о возможной филогене¬ 
тической взаимосвязи гепадна- и ретровирусов. Вирусы обеих 
групп вызывают персистентную инфекцию с сохранением вируса 
и вирусного антигена в крови в течение многих лет. Четвертой 
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сходной чертой является склонность вирусов обеих групп к ин¬ 
теграции с клеточной ДНК. Однако пока не доказано, что интег¬ 
рация гепаднавирусной ДНК — регулярное и обязательное собы¬ 
тие в репликации вируса; что вирусный геном в интегрированном 
состоянии сохраняет свою организацию; что интеграция проис¬ 
ходит в специфических участках вирусной ДНК; что интеграция 
необходима для трансформации клетки. Все перечисленные выше 
свойства характерны для ретровирусов [236]. 

Пятой сходной чертой является то, что как в случае гепадна- 
вирусов [124], так и в случае ретровирусов [ 181] их ДНК, интег¬ 
рированная с ДНК зараженных клеток, экспрессирует только ген 
их оболочечного белка. Шестой сходной чертой является форми¬ 
рование опухолей по крайней мере некоторыми членами каждой 
группы. Одна из наиболее интересных черт этих вирусов — чет¬ 
кая связь между инфекциями НВѴ и WHV и образованием гепа- 
томы. Поэтому более детальное исследование роли этих инфек¬ 
ций в формировании опухолей представляет большой интерес. 
Важно определить, включаются ли вирусные ДНК в участки, 
прилегающие к онкогенам, и функционируют ли так, как функ¬ 
ционируют некоторые ретровирусы, участвуя в трансформации 
клеток и индукции опухолей [78]; вызывают ли они образование 
опухоли с помощью механизма «порази и беги» [64]; или они 
связаны с какими-то другими путями формирования опухолей. 
Предполагают, что кроме вируса для формирования гепатомы 
необходимы также некоторые факторы окружающей среды, на¬ 
пример химические канцерогены [163], однако пока нет данных, 
подтверждающих это предположение. 
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Вирусы Т-клеточных лейкозов человека 

М. Г. Сарнгадхаран, П. Д. Маркхэм, Р. Галло 1 

Часть I: HTLV-I и FITLY- II 


ИСТОРИЯ ВОПРОСА 

Последние 5—6 лет мы стали свидетелями появления новой 
ветви ретровирусологии — открытия, выделения и характеристи¬ 
ки семейства лимфотропных ретровирусов человека, этиологиче¬ 
ски связанных с болезнями, находящимися на разных концах 
спектра Т-клеточных болезней человека. Эти вирусы представ¬ 
ляют собой единственные известные к настоящему времени рет¬ 
ровирусы человека, достоверно связанные с заболеваниями. Ран¬ 
ние трудности выделения ретровирусов из тканей человека резко 
контрастировали с тем, что наблюдалось у животных. Для боль¬ 
шинства лейкозов животных характерна интенсивная реплика¬ 
ция ретровирусов, и выделение ретровирусов от этих животных 
было относительно простым делом. Однако лейкозы человека не 
связаны с виремией, и поэтому возможность выделять ретрови¬ 
русы из материала, взятого от человека, появилась только после 
разработки методов культивирования лейкозных клеток. Двумя 
основными причинами ранних неудач были непонимание того, ка¬ 
кие индивидуальные клетки или ткани надо исследовать, чтобы 
выделить вирус, и неумение выращивать in vitro соответствую¬ 
щие клетки человека. 

В результате важных достижений в области биохимии ретро- 
вирусов и биологии Т-клеток человека в период от начала до се¬ 
редины 70-х годов удалось выделить несколько представителей 
класса ретровирусов человека, которых назвали вирусами лейко¬ 
за или лимфомы человека (HTLV, от англ, human T-leukemia/ 
lymphoma viruses). Сначала разработали несколько чувствитель¬ 
ных методов определения активности обратной транскриптазы 
ретровирусов, позволивших отличать ее от клеточной ДНК-по- 
лимеразы [138], но ключевым достижением было открытие в кон¬ 
диционированной среде культур лимфоцитов, стимулированных 
лектином (или антигеном), белкового фактора, названного Т-кле- 

1 М. G. Sarngadharan, Р. D. Markham, Department of Cell Biology, Litton 
Bionetics, Inc., Kensington, Maryland 20895; R. C. Gallo, Laboratory of Tumor 
Cell Biology, National Cancer Institute, Bethesda, Maryland 20205. 
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точным фактором роста (ТКФР) или интерлейкином-2 [102, 
131]. Тщательное наблюдение за активностью обратной транс¬ 
криптазы в полученных с помощью ТКФР культурах неопласти¬ 
ческих Т-клеток человека привело к открытию HTLV типа I 
(HTLV-I). В этой главе мы дадим краткий обзор системы раз¬ 
множения Т-клеток человека, рассмотрим некоторые детали вы¬ 
деления и определения свойств ретровирусов человека, а также 
имеющиеся в настоящее время эпидемиологические, биологиче¬ 
ские и молекулярно-биологические данные, указывающие на их 
связь с заболеваниями человека. 


Т-клеточный фактор роста и размножение Т-клеток 


Как известно с 1960 г., лимфоциты периферической крови че¬ 
ловека после стимуляции растительным лектином фитогемагглю- 
тинином (ФГА) могут претерпевать бласт-трансформацию [104]. 
В дальнейшем выяснилось, что при определенных условиях спо¬ 
собностью вызывать деление Т-клеток обладают также специфи¬ 
ческие антигены. Несмотря на то что в результате стимуляции на¬ 
чинается синтез новых ДНК, РНК и белков, а Т-клетки проходят 
несколько циклов пролиферации, под действием лектина или ан¬ 
тигена не удавалось достичь постоянного размножения Т-клеток. 
В начале 70-х годов было установлено, что среда, собранная из 
этих культур лимфоцитов (кондиционированная), содержит 
большое количество гемопоэтических факторов, стимулирующих 
рост [118]. Среди них был белковый фактор, поддерживающий 
размножение предварительно активированных лектином или ан¬ 
тигеном лимфоцитов. Этот белок первоначально был назван 
Т-лимфоцитарным ростовым фактором, а в дальнейшем его пе¬ 
реименовали в Т-клеточный фактор роста (ТКФР), хотя он боль¬ 
ше известен как интерлейкин-2 (ИЛ-2) [102, 131]. 

Стало ясно, что стимуляция антигеном или лектином обеспе¬ 
чивает начальную ступень пролиферативного ответа Т-клеток. 
После стимуляции одни Т-клетки формируют рецепторы для 
ТКФР, другие производят сам ТКФР. Для продукции ТКФР не¬ 
обходимы новотранскрибированная мРНК и синтез белка [18]. 
Новосинтезированный ТКФР взаимодействует с клетками, несу¬ 
щими рецепторы ТКФР, способствуя размножению этих клеток. 
Таким образом, истинным стимулом для пролиферации является 
ТКФР, а не антиген или лектин. Последние играют роль исход¬ 
ных сигналов и обеспечивают специфичность реакции. 

Первым был охарактеризован частично очищенный ТКФР из 
нормальных лейкоцитов [97], который затем удалось очистить до 
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гомогенного состояния [88].. Это белок с мол. массой 15К, обла¬ 
дающий незначительной видовой специфичностью, у которого 
сильно выражена специфичность к относительно зрелым активи¬ 
рованным клеткам Т-клеточного происхождения. Ген ТКФР че¬ 
ловека был клонирован [18, 160], а затем экспрессирован в бак¬ 
териях. Регуляция экспрессии этого гена, представленного одной 
копией без полиморфизма, осуществляется главным образом, 
если не исключительно, на уровне транскрипции [18]. 

С самых первых опытов стало ясно, что ТКФР не связывает¬ 
ся с нормальными лимфоцитами человека и не стимулирует их 
пролиферации, если их предварительно не активировать лектина¬ 
ми или антигенами. Эти клетки способны синтезировать рецепто¬ 
ры ТКФР только после активации. Большинство здоровых людей 
не имеют сколько-нибудь значительной популяции Т-клеток, не¬ 
сущих рецепторы ТКФР. Когда для изучения пролиферации нео¬ 
пластических Т-клеток, полученных от больных с различными 
формами Т-клеточных новообразований, стали использовать час¬ 
тично очищенный ТКФР, выяснили, что в отличие от нормальных 
клеток клетки многих больных непосредственно реагируют на 
ТКФР [50, 109]. Другими словами, эти клетки экспрессируют по¬ 
верхностные рецепторы ТКФР без предварительной активации 
in vitro. В дальнейшем этот результат был подтвержден при изу¬ 
чении связывания очищенного ТКФР с клетками [123, 124]. 
Ушияма и др. [164] получили моноклональные антитела к по¬ 
верхностным антигенам активированных Т-клеток. Они назвали 
эти антитела анти-АТК. Как следует из ряда экспериментов, ан- 
ти-АТК распознают поверхностные детерминанты рецепторов 
ТКФР [87]. Положительная реакция на АТК обычно коррели¬ 
рует с присутствием на клетках рецепторов ТКФР, выявляемых 
по связыванию ТКФР или по индуцированной ТКФР пролифера¬ 
ции клеток [54]. Клинически Т-клеточный лейкоз взрослых 
(ТЛВ) [9, 12, 14, 166] и синдром Сезари [10, 11, 89] являются 
лимфопролиферативными расстройствами, затрагивающими зре¬ 
лые Т-клетки. Однако ТЛВ этиологически связан с HTLV (см. 
ниже). На основании полученных результатов стало ясно, что 
клетки ТЛВ несут рецепторы ТКФР, а клетки Сезари их не име¬ 
ют [170]. Все известные в настоящий момент Т-клеточные ново¬ 
образования, положительные на HTLV, содержат рецепторы 
ТКФР (являются АТК-положительными). Таким образом, в на¬ 
стоящее время связывание анти-АТК — один из наиболее целесо¬ 
образных и важных тестов на присутствие HTLV (см. следующий 
раздел). Грин и др. нашли, что у HTLV -положительных неопла¬ 
стических Т-клеток число рецепторов ТКФР больше, чем у нор¬ 
мальных Т-клеток, активированных лектинами [54]. Возможно, 
рецепторы ТКФР неопластических HTLV -положительных Т-кле¬ 
ток чем-то отличаются от рецепторов нормальных Т-клеток. 
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ИНФЕКЦИОННЫЕ АГЕНТЫ 

Выделение вируса Т-клеточного 
лейкоза человека (подгруппы I и II) 

Большинство работ нашей лаборатории в течение многих лет 
основывалось на предпосылке, что репликация вируса при лейко¬ 
зах человека происходит на очень низком уровне и что вирус при¬ 
сутствует только в небольшой части клеточной популяции. Поэто¬ 
му мы считали, что успех в выделении вируса в большой степени 
зависит от способности выращивать клетки крови различного 
происхождения и от чувствительности методов определения спе¬ 
цифических вирусных маркеров, например небольшого количест¬ 
ва связанной с частицами обратной транскриптазы. Если взгля¬ 
нуть ретроспективно, то следует признать, что успешное выделе¬ 
ние HTLV было достигнуто благодаря более раннему открытию 
ТКФР, которое сделало возможным выращивание Т-лимфоцитов 
человека in vitro, а также благодаря разработке способа опреде¬ 
ления малых количеств обратной транскриптазы и возможности 
отличать ее от клеточных ДНК-полимераз. 

Как указано выше, неопластические Т-клетки от некоторых 
больных способны расти в суспензионной культуре в присутствии 
ТКФР [109]. Процедура, использованная для их выделения, ос¬ 
нована на специально разработанной методике культивирования 
Т-лимфоцитов человека в присутствии ТКФР [102]. Клетки све¬ 
жей периферической крови больных, представляющих интерес, 
фракционировали в градиенте фиколла — хипака, обрабатывали 
в течение 48—72 ч ФГА-Р и затем выращивали в полной среде с 
добавлением 20% сыворотки плода коровы и 10% ТКФР. Кле¬ 
точные культуры наблюдали через регулярные интервалы, пы¬ 
таясь обнаружить определенные морфологические изменения (см. 
ниже), а также выявить экспрессию вируса. Сначала экспрессию 
вируса определяли по освобождению обратнотранскриптазной 
вирусной активности в культуральную жидкость и с помощью 
электронного микроскопа. В дальнейшем были получены специ¬ 
фические реагенты для однозначного выявления и характериза¬ 
ции белков и нуклеиновых кислот HTLV-I. HTLV-I впервые об¬ 
наружен в культуре Т-клеток от двух больных негров-американ- 
цев с агрессивными формами Т-клеточного злокачественного за¬ 
болевания, которые вначале считали агрессивным вариантом 
фунгоидного микоза и синдромом Сезари [108, ПО]. Как стало 
ясно позже, на самом деле эти формы идентичны описанному в 
Японии ТЛВ [157, 158, 166] и Т-лимфосаркоматозному лейкозу 
у карибских негров-иммигрантов, живущих в Лондоне [14]. Мор¬ 
фология HTLV-I типична для ретровируса типа С, почкующегося 
от клеточной мембраны (рис. 32.1). Обычно размеры HTLV-I со- 



Вирусы Т-клеточных лейкозов человека 335 



Рис. 32.1. Электронная микрофотография клеток, продуцирующих HTLV-I. 
Слева на врезке показаны зрелые вирионы. 

ставляют — 1,000 А, но во вновь полученных культурах они 
варьируют в пределах 900—1400 А. Судя по нуклеиновым кисло¬ 
там и антигенным детерминантам, первые два изолята в США 
близкородственны. Их назвали HTLV типа I (HTLV-I) с нижни¬ 
ми индексами — инициалами больных. 

После первого выделения вирусов в США в нашей лаборато¬ 
рии получено много дополнительных изолятов от больных из 
США, стран Карибского бассейна, Японии, Африки, Южной Аме¬ 
рики и Израиля [40, 41, 79, ПО, 115, 135]. В Японии [100, 179], 
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США [63], Голландии [169] и Великобритании [14, 53] незави¬ 
симо были получены изоляты главным образом из Т-клеток боль¬ 
ных ТЛВ и в нескольких случаях от здоровых членов их семей 
[135]. 

Моноклональные и гипериммунные антитела к структурным 
белкам первых изолятов HTLV-I [64, 65, 128] были чрезвычайно 
полезны для обнаружения клеток, зараженных HTLV, и очень 
облегчили последующие выделения HTLV. Часто после иденти¬ 
фикации антигенов HTLV первичные клетки культивировали сов¬ 
местно с нормальными Т-клетками человека. После успешной пе¬ 
редачи некоторые из зараженных клеток приобретают способ¬ 
ность к неограниченному росту (см. ниже). Примеры первых 
изолятов HTLV, сведения о больных и их клинические диагнозы 
приведены в табл. 32.1. Кариотипы и HLA -характеристики всех 
клеточных линий соответствуют таковым первичных нормальных 
донорских клеток. Кроме того, специфичность HLA -характери- 
стик каждой линии клеток подтверждает, что присутствие виру¬ 
са не обусловлено перекрестным загрязнением. Проведено срав¬ 
нение различных вирусных изолятов по иммунным перекрестным 
реакциям вирусных белков [79, ПО, 113] (см. ниже), гомологии 
последовательностей (по данным молекулярной гибридизации) 
[110, 114, 121], участкам расщепления рестрикционными эндо¬ 
нуклеазами [176] и нуклеотидным последовательностям [61]. 
Различные подходы показали, что все изоляты близкородственны 
и принадлежат к одной и той же подгруппе HTLV-I. Сюда же от¬ 
носится независимо полученный изолят из Японии, который был 
ранее обозначен ATLV-I [100, 179]. Все изоляты HTLV, даже 
принадлежащие к различным подгруппам (см. ниже), имеют об¬ 
щие черты, а именно: а) они выделены из зрелых Т-клеток; б) ин- 
фекционны главным образом для ОКТ4-положительных Т-кле¬ 
ток; в) их внутренние белки обладают перекрестной иммунной 
реактивностью; и г) их обратные транскриптазы сходны по раз¬ 
мерам и биологическим свойствам. 

Как отмечено выше, громадное большинство изолятов близ¬ 
кородственны между собой, что следует из серологических тестов, 
и изучения нуклеиновых кислот. Правда, есть несколько исклю¬ 
чений. Мы обнаружили и выделили [79] ретровирус из Т-клеточ- 
ной линии [141], полученной от больного с Т-клеточным вариан¬ 
том «волосково-клеточного» лейкоза. Эта клеточная линия, на 
званная МО, обладает свойствами, очень сходными со свойства¬ 
ми клеток, из которых был выделен HTLV-I. Сыворотка от боль¬ 
ного осаждала р24 из HTLV-I, однако при детальном изучении с 
применением гомологического конкурентного радиоиммуноанали¬ 
за обнаружились значительные различия между выделенным ви¬ 
русом и другими изолятами [46, 121]. При определении антител 
к антигенам оболочки HTLV-I в опытах нейтрализации биологи- 
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Таблица 32.1. Изоляты HTLV, полученные от больных с Т-клеточными зло¬ 
качественными заболеваниями или СПИДом, а также от здоровых членов их 
семей 


Обозначения 1 

Диагнозы 2 

Страна проживания 
больного 

HTLV-Icr 

КТКЛ, ФМ 

США 

HTLV-I M j 

КТКЛ, Сезари 

» 

HTLV-I mb 

То же 

Страны Карибского 
бассейна 

HTLV-I mi 

КТКЛ 

То же 

HTLV-Iso 

ТЛВ 

Япония 

HTLV-Isk 

» 

» 

HTLV-Itk 

ПЛ (мать SK) 

» 

HTLV-Ihk 

Здоровый (отец SK) 

» 

HTLV-Ibk 

HTLV-Ipl 

Здоровый (брат SK) 

дел 

США 

HTLV-I w a 

ткл 

» 

HTLV-Iob 

» 


HTLV-I и к 

ПТКЛ 

Израиль 

HTLV -ІЬеь 

ткл 

Африка 

США 

HTLV -ІІмо 

ТВВЛ 

HTLV-Iep 

спид 

> 

HTLV-Ich 


Страны Карибского 
бассейна 

HTLV-II-j P 

» 

США 


1 Нижние индексы означают инициалы больных. 

2 КТКЛ — кожная Т-клеточная лимфома; ФМ — фунгоидный микоз; ТЛВ — Т-кле- 
точный лейкоз — лимфома взрослых; ДСЛ — диффузная смешанная лимфома; ТКЛ — 
Т-клеточная лимфома; ПТКЛ — периферическая Т-клеточная лимфома; ТВВЛ — Т-кле- 
точный вариант «волосково-клеточного» лейкоза; СПИД — синдром приобретенного 
иммунодефицита; ПЛ — персистентный лимфоцитоз. 


ческой активности эти различия выявились еще резче. В одном 
случае наблюдали нейтрализацию формирования синцития, инду¬ 
цированного HTLV-I, а в других использовали псевдотипы виру¬ 
са везикулярного стоматита в оболочках HTLV. Результаты всех 
проб свидетельствуют о том, что МО-изолят значительно отли¬ 
чается от HTLV-I по оболочечным антигенам (R. Weiss, личное 
сообщение). Изолят из клеточной линии МО был назван 
HTLV -ІІмо. Родственный HTLV -ІІмо вирус был получен от боль¬ 
ного СПИДом (М. Ророѵіс, неопубликованные данные). По 
Т-клеточной тропности и биохимическим свойствам (потребность 
в ионах и матрице) его обратной транскриптазы этот вирус схо¬ 
ден с HTLV-I. Провирусы обоих вирусов (HTLV-I и HTLV-II) в 
настоящее время молекулярно клонированы, а их нуклеиновые 
кислоты секвенированы. Определены также аминокислотные по¬ 
следовательности большинства их белков. После того как эта ин¬ 
формация стала доступной, были идентифицированы и другие 
имеющие незначительные отличия в геномах варианты HTLV-I 

22 Заказ № 1131 











338 Глава 32 


[147]. Недавно выделенный от больных СПИДом или пре- 
СПИДом член группы HTLV — HTLV-III обсуждается ниже. По 
крайней мере от двух видов человекоподобных приматов Старого 
Света выделены ретровирусы, близкородственные HTLV-I [101]. 
Молекулярный анализ изолятов этих ретровирусов, проведенный 
в нашей лаборатории, показал, что они очень близки к HTLV-I, 
но отличаются от него [56]. 


Нуклеиновые кислоты 


Большая часть первоначальной работы с нуклеиновыми кис¬ 
лотами HTLV-I была проведена с использованием первого изоля- 
та HTLV-Icr. Как и у всех ретровирусов, в его геном входит вы¬ 
сокомолекулярный РНК-комплекс, состоящий из полиаденилиро- 
ванных РНК-субъединиц. Для опытов по гибридизации нуклеи¬ 
новых кислот использовали радиоактивную кДНК, полученную 
при обратной транскрипции вирусной РНК под действием эндо- 
генной обратной транскриптазы. Эти опыты показали, что 
HTLV-Icr не связан с ранее известными ретровирусами живот¬ 
ных [120]. Аналогичные опыты со вторым изолятом HTLV-I 
(HTLV -Імв), полученным от больного кожным Т-клеточным лей¬ 
козом, показали, что этот изолят идентичен или очень близок 
HTLV-Icr. В некультивированных клетках периферической крови 
этого больного обнаружены последовательности провирусной 
ДНК HTLV -Імв [ПО]. За исключением этих случаев, обширный 
ряд клеток и тканей человека не содержал последовательностей 
провируса HTLV-I [120], т. е., по-видимому, HTLV-I не является 
эндогенным ретровирусом человека. Более того, вирус не был пе¬ 
редан больному CR генетическим путем, так как в В-клеточной 
линии, полученной от этого больного, провирусную ДНК обнару¬ 
жить не удалось [40]. Следовательно, вирус был приобретен в 
результате экзогенного заражения. Наличие вируса в Т-клетках 
больного и его отсутствие в большинстве или во всех В-клетках 
было первым указанием на то, что HTLV является Т-тропным ви¬ 
русом. Дополнительные биологические данные, рассматриваемые 
ниже, подтвердили это заключение. 

Используя изолят HTLV (первоначально названный ATLV), 
полученный от японского больного ТЛВ, Йошида с коллегами 
подтвердили неэндогенную природу HTLV и его горизонтальную 
передачу [179]. Методом блот-гибридизации по Саузерн они на¬ 
шли провирусную ДНК HTLV-I в Т-клетках всех обследованных 
больных ТЛВ. По гомологии нуклеиновых кислот и по антиген¬ 
ному сходству белков gag [114] японский изолят HTLV близко- 
родствен или идентичен исходному HTLV-I. Поэтому считают, 
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что этот изолят должен принадлежать к группе HTLV-I [170а]. 

Более детальное изучение стало возможным благодаря недав¬ 
нему молекулярному клонированию HTLV-I и HTLV-II [46, 91, 
145, 146]. В настоящее время опубликована полная нуклеотид¬ 
ная последовательность клонированной ДНК HTLV [146]. Про¬ 
вирусный геном HTLV, подобно геномам других ретровирусов, на 
обоих концах провирусной ДНК имеет длинные концевые повто¬ 
ры (LTR), отличающиеся рядом особенностей. Те участки их по¬ 
следовательности, которые происходят от уникальных 5'-конце- 
вых РНК-последовательностей (U5) и последовательностей, 
повторяющихся на обоих концах геномной ДНК (R), необычно 
велики (174 и 224 основания соответственно), т. е. длиннее, чем 
у большинства других ретровирусов, и в этом отношении они 
больше напоминают BLV. Другой необычной чертой LTR 
HTLV-I является то, что сигнал полиаденилирования РНК 
ААТААА расположен примерно за 250 оснований до его ожидае¬ 
мого положения. Исходя из этого, Сейки и др. [146] предположи¬ 
ли, что сигнал ААТААА сближается с соответствующим участком 
полиаденилирования при образовании вторичной структуры 
РНК-транскрипта. 

Аминокислотные последовательности, определенные по откры¬ 
тым рамкам считывания в уникальной области провируса, позво¬ 
ляют считать, что HTLV имеет 4 гена. Гены gag , pol и епѵ рас¬ 
положены в том же порядке, что и у других ретровирусов, спо¬ 
собных к репликации. Особенностью генома HTLV является на¬ 
личие большой открытой рамки считывания между геном епѵ 
и последующим LTR, которая в различных фазах считывания 
способна кодировать четыре белка с мол. массами 10, 11, 12 и 
27К (рис. 32.2). Сейки и др. [146] назвали эти белки, функция ко¬ 
торых в настоящее время неизвестна, белками рХ. Последователь¬ 
ности рХ имеют вирусное происхождение, так как в незаражен- 
ных клетках они не обнаружены. Не исключено, что уникальные 
структурные особенности HTLV имеют особое значение для спо¬ 
собности этого необычного лейкозного вируса трансформировать 
зараженные клетки, что отличает его от других вирусов хрониче¬ 
ских лейкозов (см. ниже). 



Рис. 32.2. Организация генов HTLV-I и HTLV-II. 
22 * 
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Белки 


Продукты генов gag, pol 

Гены gag, pol и env HTLV кодируют структурные белки, об¬ 
ратную транскриптазу и белок оболочки вируса соответственно. 
Продукт гена gag HTLV-I является полипротеином, состоящим 
из р 19 на N -конце, р24 в середине и р 15 на С-конде. Этот пред¬ 
шественник процессируется с образованием отдельных белков. 
Все три белка относятся к белкам сердцевины вируса. Они экст¬ 
рагированы из вириона, получены в гомогенном состоянии [75, 
78, 142] и почти полностью секвенированы [23, 106; неопублико- 



Рис. 32.3. Гомологичный конкурентный радиоиммуноанализ р 19, р24 и р 15 
HTLV-I с использованием меченных 125 І р19 (А, Г), р24 (Б, Д) или р 15 (В, Е) 
HTLV-I и предельных разведений козьих антител к HTLV-I. В качестве конку¬ 
рирующего немеченого антигена были использованы ретровирусы и клетки, 
солюбилизированные в детергентно-солевом растворе. Обозначения для кон¬ 
курирующих вирусов (А, Б, В): ф HTLV-I, О Ra-MLV, Л FeLV, A SSV, 
□ BaEV, V SMRV, т МРМѴ, Щ BLV, Д НТЬѴмо и для конкурирующих 
клеток (Г, Д, Е): ф HUT 102, О MJ, Л CTCL-2, АМТ-2, X нормальные 
клетки. Все клетки, кроме нормальных, продуцируют HTLV-I. Нормальные 
Т-клетки человека были выращены в присутствии Т-клеточного фактора 
роста. 
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ванные данные]. Иммунологические свойства р 19, р24 и р 15 де¬ 
тально охарактеризованы [75, 78]. Эти белки несут совершенно 
различные антигенные детерминанты и специфически экспресси¬ 
руются в клетках, продуцирующих HTLV-I. При проведении чув¬ 
ствительного конкурентного радиоиммуноанализа ни один из 
большого числа ретровирусов млекопитающих, за исключением, 
разумеется, группы HTLV, не препятствует осаждению меченых 
р 19, р24 или р 15 (рис. 32.3), что свидетельствует об уникально¬ 
сти этих белков HTLV-I. Среди белков gag р24 имеет наиболь¬ 
шую перекрестную реактивность между HTLV-I и HTLV-II. 
Структурный анализ очищенных белков gag выявил некоторые 
интересные особенности. Попытки определить N -последователь- 
ности посредством эдмановской деградации очищенного р 19 ока¬ 
зались безуспешными, так как РТН-аминокислоты не образовы¬ 
вались. Впоследствии было установлено, что N -конец р 19 блоки¬ 
рован миристиловым радикалом, присоединенным через амид¬ 
ную связь [105]. Поэтому аминокислотная последовательность 
р 19 определена по пептидным фрагментам, полученным в резуль¬ 
тате ферментативного расщепления. При сравнении полученных 
последовательностей пептидов и аминокислотных последователь¬ 
ностей, построенных по нуклеотидным последовательностям ге¬ 
номной ДНК HTLV-I [146], наблюдалось отличное совпадение и 
удалось идентифицировать локализацию пептидов в молекуле 
р19 [105]. 

В ранних экспериментах было идентифицировано 25 амино¬ 
кислот N -конца р24 HTLV-I, и таким образом впервые была по¬ 
казана структурная взаимосвязь этого белка с мажорными бел¬ 
ками сердцевины ретровирусов другого типа — типа С, особенно 
с р24 BLV [105]. Поскольку выраженной гибридизации нуклеи¬ 
новой кислоты с генами других ретровирусов не наблюдается 
[120] и иммунологические перекресты между белками HTLV-I и 
белками других ретровирусов отсутствуют [75, 78], гомология 
первичной структуры оказалась первым прямым свидетельством 
того, что р24 HTLV кодируется ретровирусным геном, родствен¬ 
ным генам gag известных ретровирусов млекопитающих. 
У HTLV-I и BLV наблюдается гомология не только по р24 (по 
всей длине его молекулы), но и по аминокислотным последова¬ 
тельностям вирусных белков, связывающихся с нуклеиновыми 
кислотами, р 15 у HTLV-I и р 12 у BLV [23]. Несмотря на то что 
существующая гомология недостаточна для того, чтобы обнару¬ 
жить перекрестные реакции при стандартном радиоиммуноана¬ 
лизе [75, 78], ее хватило для того, чтобы обнаружить перекрест¬ 
ную реактивность при не столь высоко специфичном вестерн-бло- 
тинге [105, 162]. На основании этих результатов можно заклю¬ 
чить: не исключено, что HTLV-I и BLV имеют далекого общего 
.предка. 
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HTLV-I, HTLV-II и HTLV-III (см. ниже) имеют обратную 
транскриптазу, отличающуюся по биологическим свойствам от 
обратных транскриптаз большинства ретровирусов млекопитаю¬ 
щих типа С. У HTLV этот фермент больше, чем у других вирусов 
(100К), и предпочитает в качестве дивалентного катиона Mg 2+ , 
а не Мп 2+ [108]. В опытах с очищенной обратной транскрипта¬ 
зой HTLV-1 было показано, что она не дает перекрестных иммун¬ 
ных реакций с обратными транскриптазами других ретровирусов 
[122]. Степень перекрестной реактивности между ферментами 
HTLV-I и HTLV-II не определена. 


Гликопротеин оболочки 

Точные размеры продукта гена env HTLV-I — гликопротеина 
с мол. массой 61—68К — зависят от индивидуальной клеточной 
линии [84, 144]. Этот продукт первичной транскрипции обнару¬ 
живается только в клетке. В зрелом вирионе он присутствует в 
процессированном виде как молекула меньшего размера. В гли¬ 
копротеине содержатся два функциональных домена: наружная 
гликопротеиновая часть (gp46) и трансмембранная часть (р21). 
Две части связаны друг с другом дисульфидными мостиками, так 
же как и у большинства других ретровирусов млекопитающих. 
Вначале при выделении гликопротеина и трансмембранного бел¬ 
ка из HTLV-1 столкнулись с большими трудностями, обусловлен¬ 
ными хрупкостью оболочки вириона и потерей ее во время очист¬ 
ки вируса. Поэтому использовали альтернативный подход. По¬ 
скольку полная нуклеотидная последовательность генома HTLV-I 
известна [146], из нее можно вывести аминокислотную последо¬ 
вательность оболочечного белка. С помощью сыворотки больного 
ТЛВ, содержащей антитела к антигенам HTLV-I, из экстракта 
продуцирующих HTLV-I клеток HUT-102 был осажден гликопро¬ 
теин с мол. массой 61К (gp61) [84]. В результате аминокислот¬ 
ного секвенирования (путем автоматической эдмановской дегра¬ 
дации) полученного иммунопреципитацией меченного 35 5-цистеи- 
ном gp61 HTLV-I радиоактивные цистеиновые остатки были об¬ 
наружены в циклах 6, 7, 21 и 28 [84]. Это полностью соответство¬ 
вало вычисленной последовательности оболочечного гликопро¬ 
теина и указывало на то, что от продукта гена епѵ отщеплена ли¬ 
дерная последовательность из 20 аминокислот. При аналогичном 
определении последовательности первых 22 остатков gp45, мечен¬ 
ного 35 5-цистеином, радиоактивный цистеин был обнаружен в 
циклах 6, 7 и 21. Отсюда следует, что gp45 образуется из N-koh- 
цевой части gp61 в результате акта отщепления в области 
С-конца. Таким образом, антиген рбі, который преципитируется 
сывороткой больных ТЛВ, действительно является оболочечным 
гликопротеином HTLV-I [84]. Аналогичное заключение было еде- 
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лано в результате изучения специфической иммунной реактивно¬ 
сти, остающейся в сыворотке больного ТЛВ после тщательной 
абсорбции ^а^-антигенами HTLV-I [144]. Таким способом было 
выяснено, что рбі из клеток HUT- 102 антигенно не родствен бел¬ 
кам р24 и р 19 HTLV-I, однако он родствен гликопротеину, имею¬ 
щему мол. массу 45К. Эти исследования подтвердили, что вири- 
онный gp45 произошел из gp61 клеток, продуцирующих вирус 
[144]. 

Знание нуклеотидной последовательности вирусного генома 
сделало возможным еще один подход к изучению оболочечного 
гликопротеина HTLV-I. Синтезировали олигопептиды с последо¬ 
вательностями, соответствующими аминокислотным последова¬ 
тельностям, определенным по различным частям гена белка обо¬ 
лочки. С помощью этих синтетических пептидов на кроликах по¬ 
лучили гипериммунные сыворотки, которые затем применили для 
идентификации реагирующих с ними белков вириона и вируспро- 
дуцирующих клеток. 

После того как полностью секвенировали ген епѵ HTLV-II 
[150], обнаружили, что прочитанная в соответствии с кодом ами¬ 
нокислотная последовательность предшественника белка оболоч¬ 
ки HTLV-I чрезвычайно сходна с последовательностью аналогич¬ 
ного белка HTLV-II. Оба они имеют состоящую из 20 аминокис¬ 
лот гидрофобную лидерную последовательность. Трансмембран¬ 
ный белок HTLV-I содержит 176 аминокислот. Два белка-пред¬ 
шественника имеют одинаковые аминокислоты в 336 из 
448 позиций, а 68 замен из 152 являются консервативными 
[150]. Помимо существенной гомологии аминокислотных после¬ 
довательностей в оболочечных белках обоих вирусов сходным 
образом размещены потенциальные участки гликозилирования 
[150]. Неудивительно поэтому, что белки оболочки этих двух ви¬ 
русов дают перекрестные реакции [85]. 

Белок рХ 

Одной из особенностей HTLV-I и HTLV-II по сравнению с 
другими, не вызывающими острых инфекций ретровирусами, ко¬ 
торые содержат гены gag, pol и епѵ, является то, что они имеют 
добавочную последовательность приблизительно из 1600 нуклео¬ 
тидов, расположенных между З'-концом гена епѵ и 5'-концом 
участка U3 провирусного длинного концевого повтора (LTR) 
[146]. Нуклеотидная последовательность этого участка провирус¬ 
ного генома HTLV-II опубликована [61]. При сравнении этой 
последовательности с соответствующим участком HTLV-I видно, 
что 5'-концевые области обладают небольшой степенью консер¬ 
вативности, а З'-концевые области размером >— 1000 нуклеотидов 
чрезвычайно сходны. В последних совпадают 765 из 1011 остат- 
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ков. В З'-области нуклеотидной последовательности генома 
HTLV-II содержится одна открытая рамка считывания, способ¬ 
ная кодировать полипептид из 337 аминокислотных остатков 
[61]. В аналогичной последовательности HTLV-I выявляется от¬ 
крытая рамка считывания, способная кодировать полипептид 
длиной 357 аминокислот. Белки, потенциально кодируемые этими 
длинными открытыми рамками считывания (LOR) HTLV-I и 
HTLV-II, имеют приблизительно одинаковую длину и одни и те 
же аминокислотные остатки в 259 позициях из 337. Недавно об¬ 
наружен белок с мол. массой 42К, который должен соответство¬ 
вать белку LOR HTLV-I [86]. Высказываются предположения, что 
белок LOR играет специальную регуляторную роль в биологиче¬ 
ских системах HTLV-I и HTLV-II (см. ниже). 

КЛИНИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ 

Новое заболевание, названное Т-клеточным лейкозом/лимфо¬ 
мой взрослых (ТЛВ), впервые описано Такацуки с соавторами в 
конце 70-х годов. Проведя основанное на новой информации и ис¬ 
пользовании новых реагентов тщательное субтипирование лим¬ 
фом и лейкозов и отнеся их к группе Т-клеточных или В-клеточ- 
ных злокачественных заболеваний, авторы прежде всего обнару¬ 
жили, что распространенность Т-клеточных злокачественных за¬ 
болеваний в Японии относительно высокая [157, 158, 166]. Далее 
они заметили, что эти Т-клеточные злокачественные заболевания 
часто встречаются в юго-западных районах Японии, особенно в 
префектурах Кюсю и Сикоку [155]. 

В первых исследованиях больных с этой формой Т-клеточных 
злокачественных заболеваний было обнаружено, что болезнь 
обычно протекает бурно и включает системные проявления. Ее 
частыми дополнительными признаками служат кожные проявле¬ 
ния и гиперкальциемия. Результаты гистопатологических иссле¬ 
дований позволяют думать, что это заболевание связано с раз¬ 
множением зрелых Т-лимфоцитов, часто содержащих ненормаль¬ 
ные изогнутые ядра, похожие на те, которые наблюдаются при 
лейкозе Сезари — сходной болезни, не имеющей, однако, явного 
преобладания в каком-либо географическом регионе [58, 159]. 
Ядра при ТЛВ обычно имеют менее изогнутую форму и более 
«комковатый» вид, чем в клетках Сезари. Многоядерные гигант¬ 
ские клетки составляют небольшой процент общей популяции 
опухолевых клеток у больных ТЛВ. Однако во многих случаях 
морфологические признаки неопределенны; например, иногда 
изогнутость ядер не выявляется.^ В сущности патология этих зре¬ 
лых Т-клеток может в значительной степени варьировать. Напри¬ 
мер, некоторые Т-клетки могут соответствовать диагнозу «диф¬ 
фузная гистиоцитарная лимфома», или «смешанная», или «круп- 
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ноклеточная лимфома Т-типа». Однако некоторые особенности, 
по-видимому, постоянны. Как обсуждалось выше, неопластиче¬ 
ские Т-клетки больных ТЛВ конститутивно экспрессируют рецеп¬ 
торы ТКФР. Они также обычно, но не всегда положительны на 
антиген хелпер/супрессорных Т-клеток, известный как ОКТ-4 или 
ІеиЗ [9, 40, 63, 114, 115, 177]. Однако функциональные исследо¬ 
вания, проведенные в Японии [62, 159] и США [165, 170] 
с OKT-4 -положительными клетками ТЛВ, показывают, что либо 
у этих клеток не удается определить какую-либо функцию, либо 
они имеют супрессорную функцию. Гиперкальциемия, часто на¬ 
блюдаемая у больных ТЛВ, очевидно, связана с литическими 
поражениями костей [9], предположительно обусловленными 
действием фактора активации остеокластов. 

Распространение агрессивного Т-клеточного (группы ОКТ-4) 
злокачественного заболевания взрослых описано также среди ка- 
рибских негров-иммигрантов, живущих в Лондоне [5, 7, 14]. Тща¬ 
тельное клиническое и лабораторное исследование четко показа¬ 
ло, что это заболевание аналогично или идентично заболеванию, 
распространенному в юго-западной Японии. Таким образом, Ка- 
рибский бассейн определен как еще один эндемичный район 
ТЛВ. Одновременно случаи агрессивных форм Т-клеточных зло¬ 
качественных заболеваний взрослых обнаружены в США. Обыч¬ 
но их относили к агрессивным вариантам фунгоидных микозов 
(или кожной Т-клеточной лимфомы) или к агрессивным вариан¬ 
там Т-клеточного лейкоза Сезари. Среди больных здесь много 
негров из юго-восточной части США и стран Карибского бассей¬ 
на [8, 14, 108, ПО]. В настоящее время ясно, что болезнь, пора¬ 
жающая всех этих больных, имеет одно и то же происхождение. 

Средний возраст начала заболевания для ТЛВ меньше, чем 
для большинства Т-клеточных злокачественных заболеваний 
взрослых. В Японии он составляет около 40 лет, а в европейских 
странах и странах Карибского бассейна немного меньше [8]. За¬ 
мечено, что для людей, родившихся в эндемичных областях и пе¬ 
реехавших в раннем возрасте в неэндемичные регионы, высокий 
риск развития ТЛВ сохраняется [80]. 

ЭПИДЕМИОЛОГИЯ 

Сероэпидемиология HTLV-I 

Сыворотки больных с различными злокачественными заболе¬ 
ваниями параллельно с рядом контрольных сывороток были под¬ 
вергнуты скринингу на наличие антител к белкам HTLV-I. Мето¬ 
ды, используемые в этих исследованиях, включали а) твердофаз¬ 
ный иммунологический анализ с использованием разрушенных 
вирусных частиц; б) радиоиммунопреципитационный анализ с ис- 
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пользованием чистых белков HTLV-I р24, р 19 и р 15 и в) непря¬ 
мую иммунофлуоресдендию живых или фиксированных клеток, 
зараженных вирусом [77, 117, 127, 142]. В некоторых системах, 
например в системах а) ив), положительные результаты прове¬ 
ряли в дальнейшем на специфичность с использованием соответ¬ 
ствующих контролей. Результаты этих исследований (табл. 32.2) 


Таблица 32.2. Распространение антител к HTLV в сыворотках больных со 
злокачественными заболеваниями зрелых Т-клеток, их здоровых родственни¬ 
ков и случайных нормальных доноров 



Антитела к HTLV 

Субъекты 

число положитель¬ 
ных/число проверен¬ 
ных 

доля положи¬ 
тельных, % 

Здоровые родственники больных из США, 

5/35 

14 

зараженных HTLV 



Случайные здоровые доноры (Вашингтон) 

1/185 

<1 

Случайные здоровые доноры (Джорджия) 

4/538 

<1 

Карибекие больные ТЛВ 

11/11 

100 

Здоровые родственники карибских больных 

4/20 

20 

Случайные здоровые доноры (страны Ка- 

12/337 

4 

рибского бассейна) 



Японские больные ТЛВ 

45/52 

87 

Здоровые родственники больных ТЛВ 

20/43 

47 

Случайные здоровые доноры неэндемичного 

9/600 

2 

района Японии 



Случайные здоровые доноры эндемичного 

50/419 

12 

района Японии 




можно суммировать следующим образом: сыворотки больных 
ТЛВ почти всегда положительны на HTLV-I. Здоровые, а также 
больные с лейкозами и лимфомами не Т-клеточного происхожде¬ 
ния не имеют антител к HTLV-I, так же как больные с Т-лейко- 
зом не HTLV-I -типа. В географических районах, эндемичных для 
ТЛВ, распространение бессимптомных носителей, имеющих анти¬ 
тела, значительно выше, чем в неэндемичных районах. Например, 
в Японии число здоровых, имеющих антитела, колеблется от 0% 
в префектуре Хоккайдо на севере до 16% в районе Нагасаки и 
15% в районе Кагосима в префектуре Кюсю на юго-западе [125]. 
Распространение антител заметно коррелирует с географическим 
распределением ТЛВ [68, 69, 77, 125, 127, 129]. Ко второй хоро¬ 
шо документированной эндемичной области распространения свя¬ 
занных с HTLV-I злокачественных заболеваний относится Кариб- 
ский бассейн. В одном исследовании было показано, что в 70% 
всех злокачественных, не связанных с болезнью Ходжкина лим¬ 
фоидных заболеваний, наблюдаемых на Ямайке в последние го¬ 
ды, в сыворотке содержались антитела к HTLV-I [6]. Почти 
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100% больных ТЛВ карибских негров-иммигрантов, живущих в 
Англии, имели антитела к HTLV-I [5, 7, 14]. 2—10% здоровых 
жителей Ямайки имеют антитела к HTLV-I, причем предвари¬ 
тельные результаты показывают, что на о. Гаити распростране¬ 
ние носителей еще выше. 

Злокачественные Т-клеточные заболевания взрослых, имею¬ 
щих антитела и клинические симптомы, сходные с типичными 
проявлениями ТЛВ, спорадически обнаруживают в США и Из¬ 
раиле [41]; в менее обширных обследованиях подобные случаи 
идентифицированы в Центральной и Южной Америке, а также в 
Африке. Так как в последнем случае отдельные регионы были 
эндемичными, мы полагаем, что в дополнительных исследованиях 
будут идентифицированы группы больных ТЛВ. Антитела обна¬ 
ружены у 2—10% здорового населения Кейптауна (Южная Аф¬ 
рика), Нигерии, Египта, Туниса и Ганы [140]. 

В отличие от ТЛВ, когда существует четкая этиологическая 
связь между HTLV-I и заболеванием, отдельные случаи обнару¬ 
жения антител у больных с лейкозами и лимфомами, не связан¬ 
ные с Т-клетками, или у больных детскими лейкозами, возможно, 
обусловлены заражением HTLV, который мог попасть к ним в 
качестве «вируса-пассажира» при переливании крови. Кроме 
того, в некоторых эндемичных по HTLV-I районах обнаружили 
антитела при ТЛВ и при В-клеточных хронических лимфоцитар¬ 
ных лейкозах и в отсутствие переливания крови в анамнезе, при¬ 
чем процент таких случаев выше процента, наблюдаемого среди 
нормального населения. Возможно, что заражение нормальных 
Т-клеток HTLV ведет к нарушению их функционирования (см. 
ниже), что в свою очередь увеличивает риск развития лейкозов 
или лимфом, вызываемых другими причинами. 

Сероэпидемиологические исследования указывают, что переда¬ 
ча HTLV-I может происходить при близких или половых контак¬ 
тах, хотя, за несколькими исключениями, способ передачи еще не 
выяснен. К этому выводу приводят следующие размышления: 
кроме больных ТЛВ единственной группой с высоким процен¬ 
том лиц, имеющих антитела, являются члены семей больных 
ТЛВ. В неэндемичных по ТЛВ районах они образуют единствен¬ 
ную значительную группу носителей антител [126]. Имеющиеся 
данные позволяют думать, что внутрисемейная передача проис¬ 
ходит от мужчины к женщине и от матери к ребенку [156]. 
В многочисленных обследованиях работников лабораторий, кон¬ 
тактирующих с HTLV-I, было показано, что их сыворотки отрица¬ 
тельны по антителам к HTLV-I. Известно одно исключение — 
это работающая в лаборатории карибская женщина, в сыворот¬ 
ке которой антитела к HTLV-I появились по крайней мере за 
8 лет до того, как в этой лаборатории был выделен вирус. Анти¬ 
тела к HTLV-I обнаружены также у людей, получивших при пе- 
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реливании кровь, положительную по HTLV [39]; антитела най¬ 
дены у большого количества больных гемофилией [34], а также 
наркоманов, вводящих наркотики внутривенно, от которых был 
выделен вирус (Popovic, Gallo, неопубликованные данные). Ве¬ 
роятно, одним из основных источников распространения HTLV-I 
являются зараженные клетки. Передача может осуществляться 
лимфоцитами спермы при половых контактах, насекомыми-пере- 
носчиками при укусе, при переливании крови, при внутривенном 
введении наркотиков, путем обмена между матерью и плодом 
in vivo и, возможно, через материнское молоко. 

Молекулярная эпидемиология HTLV-I 

Возможность молекулярного клонирования ДНК-зондов, спе¬ 
цифических для LTR и других участков генома HTLV-I, позволяет 
использовать их для скрининга провирусных последовательно¬ 
стей в ДНК культивируемых клеток, а также в некультивирован¬ 
ных свежих опухолях от больных ТЛВ и другими злокачествен¬ 
ными заболеваниями [176, 179]. Эти исследования с использова¬ 
нием блот-гибридизации по Саузерну [152], первоначально про¬ 
веденные двумя группами [176, 179], привели к одинаковым вы¬ 
водам; а) свежие клетки от всех больных с типичным ТЛВ содер¬ 
жат одну или несколько копий провируса HTLV; б) в большинст¬ 
ве случаев провирус был полным, однако в нескольких случаях 
провирусная ДНК состояла только из LTR и последовательно¬ 
стей гена епѵ ; в) неопластические клетки, полученные при злока¬ 
чественных заболеваниях других типов, включая незрелые 
Т-клетки, В-клетки или миелоидные клетки, обычно не содержа¬ 
ли последовательностей HTLV-I; г) результаты молекулярной 
гибридизации и исследований сывороточных антител очень тесно 
коррелировали; однако в нескольких случаях в неопластических 
Т-клетках от больных, не содержащих сывороточных антител, 
были обнаружены последовательности HTLV-I; д) место интегра¬ 
ции HTLV-I специфично для каждого больного, т. е. нет двух 
больных, имеющих одинаковые клеточные последовательности, 
фланкирующие интегрированные провирусы; е) эксперименты по 
молекулярной блот-гибридизации по Саузерну, как уже обсужда¬ 
лось выше, показывают, что интеграция носит олигоклональный 
или моноклональный характер. Другими словами, после обработки 
рестрикционной эндонуклеазой, не расщепляющей провирус, поч¬ 
ти во всех HTLV-I -положительных опухолях обнаружены боль¬ 
шие, чем провирус, ДНК-фрагменты определенного размера. Это 
позволяет предположить, что в большей части (если не во всей 
популяции) клеток опухоли к последовательностям провируса 
прилегают одни и те же клеточные последовательности, т. е. в 
каждом случае неопластической трансформации предшествует 
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инфекция HTLV-I; ж) ДНК из всех связанных с HTLV-I злока¬ 
чественных образований, за исключением одного, содержала со¬ 
храненные последовательности провируса HTLV-I. Это наглядно 
показывает, что независимо от источника опухоли, которая мо¬ 
жет быть получена от больного из Японии, Южной Америки, 
стран Карибского бассейна, США и т. д., вирус в ней один и тот 
же. Единственным исключением является больной, зараженный 
вирусом HTLV-II, из клеток которого был впервые изолирован 
этот вирус; з) картина интеграции в клеточных линиях, получен¬ 
ных из HTLV -положительных опухолей, в некотором отношении 
отличается от картины, наблюдаемой в первичных опухолях: 
в первом случае обычно больше копий провируса и больше де¬ 
фектных провирусов, а локализация провирусной ДНК в хромо¬ 
сомах варьирует. 

ПАТОГЕНЕЗ 

Трансформация свежих Т-лимфоцитов 
человека HTLV-I 

Предположение о способности HTLV заражать свежие лейко¬ 
циты человека in vitro высказано Миоши и др. [100]. При попыт¬ 
ке вырастить in vitro лейкозные клетки от ТЛВ-доноров они об¬ 
наружили, что использованные в качестве питающих клеток лей¬ 
коциты плацентарной крови заражены HTLV-I. В последующих 
опытах [92, 93, 113, 133, 178] они показали, что способностью 
заражать и трансформировать Т-лимфоциты человека in vitro 
обладают HTLV-I из большого числа клеточных источников. Ис¬ 
пользованные ими процедуры были аналогичны тем, которые 
применялись для инициации культивирования свежих лейкозных 
Т-клеток в клеточной культуре. Лейкоциты из нормальных источ¬ 
ников, например из плацентарной крови или костного мозга, 
фракционировали в градиенте фиколла-хипака, инкубировали 
48—72 ч с ФГА-Р и выращивали в среде с добавлением ТКФР. 
HTLV-I переносили в эти клетки путем совместного культивиро¬ 
вания с HTLV-I -положительными лейкозными клетками (полу¬ 
ченными из клеточных линий, растущих in vitro), облученными 
или обработанными митомицином С для угнетения репликации 
клеток-доноров. 

Зараженные реплицирующиеся клетки появлялись в течение 
3—6 нед после контакта с HTLV-I и в конечном счете заселяли 
культуры. Клетки не нуждались в добавлении ТКФР, правда, в 
его присутствии иногда облегчались начальные ступени транс¬ 
формации. Время удвоения трансформированных HTLV-I клеток 
составляло 40—60 ч, а уровень клеточного насыщения — 
2- ІО 6 клетка/мл. Свежие лейкоциты периферической крови взрос- 
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лых заразить HTLV-I довольно трудно. При многократных по¬ 
пытках передать HTLV-I этим клеткам успеха достигали в ред¬ 
ких случаях. 

Характерные особенности клеток, 
трансформированных HTLV-I 

Т-лимфоциты, зараженные HTLV-I, имеют ряд свойств, общих 
с лейкозными Т-лимфоцитами от HTLV -позитивных больных. Не¬ 
которые из этих свойств приведены в табл. 32.3. Обычно многие 
Т-лимфоциты в зараженной культуре, подобно лейкозным 
Т-клеткам, многоядерны или имеют дольчатые ядра. Трансфор¬ 
мированные HTLV-I клетки экспрессируют маркеры Т-лим- 
фоцитов, включая рецепторы для эритроцитов барана 
(ОКТ 11/leu 5+) и способность реагировать с моноклональными 
антителами, специфическими для Т-лимфоцитов (leu 1+ и часто 
ОКТЗ+). Гистохимически клетки окрашиваются положительно 
на неспецифическую эстеразу и кислую фосфатазу с образовани¬ 
ем атипичной глобулярно-гранулярной картины. Однако эти клет¬ 
ки не имеют маркеров гранулоцитов, таких, как миелопероксида- 
за, хлорацетатэстераза и окрашивание Суданом черным. Они так¬ 
же не содержат маркеров В-лимфоцитов, например поверхност¬ 
ного иммуноглобулина, нуклеиновой кислоты или антигенов ви¬ 
руса Эпштейна — Барр (ЕВѴ). Подобно лейкозным Т-лимфоци- 
там, трансформированные HTLV-I Т-лимфоциты плацентарной 
крови обычно относятся к ОКТ4/1еи За+ (фенотип Т-хелперов). 
Трансформированные Т-лимфоциты костного мозга могут также 
экспрессировать поверхностные маркеры других Т-клеток [93], 
которые относятся к одной из трех категорий: а) ОКТ4/1еи За+ 
(фенотип хелпер/индуктор); б) ОКТ8/1еи 2а+ (фенотип кил¬ 
лер/супрессор или в) клетки, не обладающие никакими маркера¬ 
ми. По-видимому, у клеток, трансформированных in vitro 
HTLV-I, нет постоянной корреляции между клеточным феноти¬ 
пом и функциональным подклассом Т-клеток. Обычно они не про¬ 
являют каких-либо функциональных свойств или цитотоксиче¬ 
ской активности. 

Т-лимфоциты, трансформированные HTLV-I, отличаются от 
контрольных Т-лимфоцитов, стимулированных митогеном и вы¬ 
ращенных в присутствии ТКФР, даже если они получены от того 
же донора, что и клетки, использованные для заражения. Напри¬ 
мер, даже в случае, когда и те и другие клетки экспрессируют 
рецепторы для ТКФР (определяемые с помощью анти-АТК или 
прямо по связыванию ТКФР) и маркеры HLA-DR, плотность 
этих маркеров в клетках, зараженных HTLV, приблизительно в 
50 раз больше, чем в стимулированных митогеном Т-клетках че¬ 
ловека, взятых из нормальной плацентарной крови [54]. Для 
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Т-лимфоцитов, трансформированных HTLV, характерен также 
повышенный уровень экспрессии рецепторов для трансферрина, 
как это и ожидается для быстро делящихся клеток. К другим об¬ 
наруживаемым в зараженных HTLV-I Т-клетках поверхностным 
маркерам, которых нет в В-клетках, трансформированных ЕВѴ, 
или в лимфоцитах свежей периферической крови от того же боль¬ 
ного, относятся антигены локусов HLA-A и HLA-B [90]. Значе¬ 
ние этих данных еще неясно, и вопрос о том, являются ли эти ан¬ 
тигены индуцированными продуктами клеточных генов или отно¬ 
сятся к новым вирусным антигенам, нуждается в дальнейшем 
изучении. Эти наблюдения важны для выяснения механизмов 
трансформации и чувствительности клеток к инфекции. Кларк 
и др. [19], используя молекулярные клоны HTLV-I и клоны ге¬ 
нов, кодирующих антигены главного комплекса гистосовместимо¬ 
сти человека, отметили слабую гомологию между областью гена 
env HTLV-I и кДНК-клоном HLA-B7. 

Клеточный и иммунологический регуляторный 
потенциал Т-лимфоцитов, трансформированных HTLV-I 

Хорошо известно, что Т-лимфоциты играют центральную роль 
в регуляции клеточного и гуморального иммунитета. Ряд функ¬ 
ций Т-лимфоцитов осуществляется выделяемыми ими раствори¬ 
мыми биологически активными факторами, называемыми лимфо- 
кинами. Обнаружено, что культуры Т-лимфоцитов, полученные 
из периферической крови HTLV-I -позитивных больных с Т-кле- 
точными злокачественными заболеваниями, из плацентарной кро¬ 
ви человека или из трансформированных in vitro HTLV-I Т-кле- 
ток костного мозга, постоянно продуцируют один или несколько 
следующих факторов: фактор, увеличивающий миграцию макро¬ 
фагов; фактор, подавляющий миграцию лейкоцитов; фактор, уве¬ 
личивающий миграцию лейкоцитов; фактор, активирующий мак¬ 
рофаги; фактор, индуцирующий дифференцировку; фактор, сти¬ 
мулирующий рост колоний; фактор, стимулирующий рост и со¬ 
зревание эозинофилов; фактор, активирующий фибробласты; 
у-интерферон [133]. Предварительные исследования позволяют 
думать, что кроме перечисленных видов активности в некоторых 
случаях могут также продуцироваться биологические активно* 
сти, сходные с ТКФР, фактором роста В-клеток и тромбоцитар- 
ным фактором роста. Показано, что клеточные культуры некото¬ 
рых Т-лимфоцитов, полученных от лейкозных доноров, также об¬ 
разуют небольшое количество ТКФР [50, 82]. Факторы, обнару¬ 
женные в нескольких клеточных линиях Т-лимфоцитов человека, 
зараженных HTLV-I, перечислены в табл. 32.4. Ряд наблюдений 
позволяет думать, что заражение HTLV-I приводит к изменению 
некоторых иммунных функций Т-лимфоцитов. Этот вопрос будет 
обсуждаться ниже. 
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Таблица 32.4. Факторы, вырабатываемые лимфоцитами человека, трансфор¬ 
мированными HTLV-I 


Фактор 


Сокращение 


Фактор, активирующий макрофаги 
Фактор, подавляющий миграцию макрофагов 
Фактор, подавляющий миграцию лейкоцитов 

Активность, вызывающая выделение гистамина 
Фактор, увеличивающий миграцию лейкоцитов 
Факторы хемотаксиса 
Интерферон у 

Активность, индуцирующая дифференцировку 
Активность роста и созревания эозинофилов 
Фактор, стимулирующий рост колоний 
В-клеточный фактор роста 
Т-клеточный фактор роста 


ФАМ (англ. MAF) 
ФПММ (англ. MIF) 
ФПМЛ (англ. LIF, 
NIF-T) 

АВГ (англ. HRA) 
ФУМЛ (англ. MEF) 

у-ИФН (англ. ylF) 
АИД (англ. DIA) 

ФСК (англ. CSF) 
ВКФР (англ. BCGF) 
ТКФР (англ. TCGF) 


Молекулярный механизм трансформации 
клеток HTLV-I 

Последствия ретровирусной инфекции 
для хозяина 

Ретровирусы можно подразделить на две группы: передаю¬ 
щиеся потомству как эндогенные генетические элементы (их на¬ 
зывают эндогенными ретровирусами) и приобретаемые организ¬ 
мом в результате экзогенного заражения. Эндогенные вирусы 
присутствуют в виде провирусной ДНК у многих животных, и их 
экспрессия не связана с какой-либо естественной неоплазией; не 
связана она также с какой-либо известной биологической функ¬ 
цией. Экзогенные вирусы в свою очередь можно подразделить на 
несущие ген one и его не имеющие. Ген one образуется из после¬ 
довательностей клеточной ДНК в результате ее рекомбинации с 
ДНК инфицирующего вируса [154; см. также гл. 13]. Ретровиру¬ 
сы, содержащие ген опс у обычно дефектны, так как, приобретая 
его, они теряют часть генетической информации, необходимой 
для репликации вируса. Заражение ретровирусом, содержащим 
ген one , совместно с недефектным вирусом-помощником, ведет к 
быстрому развитию злокачественного заболевания, обычно сар¬ 
комы или острого лейкоза. Ген one кодирует белок, который не¬ 
посредственно вызывает трансформацию клетки, так что образо¬ 
вание опухоли обычно поликлонально. Ретровирусы такого рода, 
способные быстро трансформировать клетки in vitro, относитель¬ 
но редко встречаются в природе и едва ли являются причиной 
естественно встречающихся злокачественных заболеваний. В си¬ 
лу их дефектности и быстрого развития злокачественного заболе- 
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вания они, как правило, исчезают со смертью животного-хозяина. 

В противоположность содержащим ген one ретровирусам, вы¬ 
зывающим острую трансформацию, экзогенные ретровирусы дру¬ 
гой группы, не содержащие гена one , обычно не трансформируют 
клетки in vitro и вызывают заболевание по истечении довольно 
значительного отрезка времени. Такие вирусы репликационно- 
компетентны и называются вирусами хронических лейкозов. Они 
часто являются причиной естественно встречающихся лейкозов и 
лимфом у нескольких видов животных, в том числе кур, мышей, 
кошек, крупного рогатого скота и обезьян (гиббонов) [39, 59, 72, 
73, 175]. Однако механизм, с помощью которого эти вирусы вы¬ 
зывают лейкозы и лимфомы, еще неясен. При изучении птичьих 
лейкозов получены данные о том, что критическим фактором мо¬ 
жет быть сайт интеграции. На основании этих исследований 
выдвинуто предположение, что интеграция провируса возле гена 
one , известного как с -туе, может приводить к активации экспрес¬ 
сии этого гена. Не исключено, что подобная активация является 
важным шагом в процессе лейкозогенеза. В настоящее время 
трудно сказать, какой механизм действует при других лейкозах, 
вызываемых другими хроническими лейкозными вирусами, тот 
же или сходный с ним. Необходимо также иметь в виду, что ви¬ 
рус может вызывать антиген-специфическую стимуляцию и про¬ 
лиферацию иммунных клеток. В результате этих событий расши¬ 
ряется популяция клеток-мишеней, и поэтому возрастает риск 
вторичного онкогенного события, например соматической клеточ¬ 
ной мутации [70, 173]. Согласно ряду данных, у некоторых рет¬ 
ровирусов трансмембранный пептидный компонент гликопротеи¬ 
на оболочки может быть прямым иммуносупрессором [17, 67], 
угнетающим миграцию макрофагов и лимфопролиферативную 
реакцию. 


Как HTLV-I трансформирует клетки! 

Индуцирует ли HTLV-I ген опс\ 

Нормальные человеческие Т-клетки, зараженные HTLV-C 
а также свежие лейкозные клетки представляют собой отличные 
системы для изучения механизма трансформации клеток HTLV. 
В зараженных клетках исследовали экспрессию различных из¬ 
вестных генов с -one и факторов роста. Все клетки, зараженные 
HTLV-I, имеют высокий уровень экспрессии рецепторов ТКФР 
[170]. Однако большинство этих клеток не образует ТКФР 
[133] и не экспрессирует мРНК ТКФР [3]. Поэтому обычная мо¬ 
дель, основанная на аутостимуляции зараженных клеток, не го¬ 
дится. Опубликованы данные о том, что рецепторы ТКФР клеток* 
зараженных HTLV-I, качественно отличаются от рецепторов нор- 



Вирусы Т-клеточных лейкозов человека 355 


мальных лимфоцитов, стимулированных митогенами [54]. В нас¬ 
тоящий момент неизвестно, обеспечивают ли эти изменения под¬ 
держание клеток в активированном состоянии в отсутствие ТКФР. 

В клетках, зараженных HTLV-I, нет постоянной активации 
экспрессии опс-ѵспов sis , туе, myb, fes, abl, sre, Н -ras и Ki-ras. 
Ни в одном из опытов не было отмечено перестройки этих генов. 
Несколько первичных клеточных линий, полученных от больных 
ТЛВ, экспрессируют с -sis, что достаточно необычно для гемопо¬ 
этических клеток [174]. Показано, что клон кДНК из одной из 
этих линий трансформирует in vitro клетки NIH-3T3 [20]. Изве¬ 
стно, что с -sis кодирует тромбоцитарный фактор роста (ТФР), 
который в норме действует на фибробласты, глиальные клетки и 
гладкие мышечные клетки [26, 171], в связи с чем представляет 
интерес изучение вопроса о функциональных особенностях про¬ 
дукта c-sis из клеток, зараженных HTLV-I, и о возможной стиму¬ 
ляции им пролиферации аутологичных клеток. Однако, посколь¬ 
ку экспрессия c-sis проявляется не во всех зараженных клетках, 
ясно, что для поддержания трансформации она не обязательна. 

Как уже упоминалось выше, участки интеграции в некульти¬ 
вированных клетках ТЛВ сохраняются у одного и того же боль¬ 
ного, но варьируют от одного больного к другому. Это противо¬ 
речит мнению о том, что механизм трансформации основывается 
на активации специфического клеточного гена, обусловленной 
встраиванием поблизости от него провируса. 

Содержит ли HTLV-I ген опс\ 

В настоящий момент нет данных, указывающих на наличие в 
геноме HTLV-I каких-либо последовательностей клеточного про¬ 
исхождения [91, 120, 145, 146, 176, 179]. Ничего не известно пока 
и о наличии клеточных последовательностей между двумя LTR 
в интегрированной провирусной ДНК, чего можно ожидать в слу¬ 
чае трансформирующего вируса. В отличие от ретровирусов, со* 
держащих one- гены, HTLV-I не имеет дефектов репликации. 
Кроме того, моноклональность участков интеграции в лейкозных 
клетках, а также в Т-клетках, трансформированных in vitro, не 
совпадает с обычной картиной, получаемой при инфекциях, кото¬ 
рые обусловлены вирусами, вызывающими острую трансформа¬ 
цию. Тем не менее трансформация, вызываемая HTLV-I, относи¬ 
тельно быстрая и не отражает известных свойств генов gag, pol 
и епѵ. Единственной особенностью структуры HTLV-I является 
то, что в отличие от репликационно-компетентных лейкозных ви¬ 
русов провирус HTLV-I содержит отрезок длиной ~ 1600 основа¬ 
ний между З'-концом гена епѵ и 5'-концом З' -LTR [146]. Хотя 
этот участок, по-видимому, является избыточным геном, не тре¬ 
бующимся для репликации вируса, он имеется у всех изолятов 

23* 
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HTLV-I и сходен с аналогичным отрезком в HTLV-II [61]. Это 
наводит на мысль, что данный генетический элемент играет важ¬ 
ную роль; предложено несколько гипотез, согласно которым его 
продукт обусловливает уникальную трансформирующую способ¬ 
ность этого лейкозного вируса. Сейки и др. [146] идентифициро¬ 
вали в этом генетическом элементе четыре открытые рамки счи¬ 
тывания, которые могут кодировать белки размером 10, 11, 12 и 
27К. Ни один из этих белков пока не идентифицирован, и об их 
функциях еще ничего не известно. 

Хазелтайн и др. [61] определили нуклеотидную последова¬ 
тельность участка между геном епѵ и З' -LTR HTLV-II и сравни¬ 
ли ее с соответствующей последовательностью HTLV-I. Кроме 
того, что они обнаружили высокую гомологию между этими 
участками на протяжении 1000 нуклеотидов, они также иденти¬ 
фицировали одну длинную открытую рамку считывания (LOR), 
способную кодировать полипептиды длиной 357 аминокислот для 
ITTLV-I и длиной 337 аминокислот для HTLV-II. В клеточной ли¬ 
нии С81-66 (C63/CR), полученной из Т-клеток плацентарной кро¬ 
ви человека после заражения HTLV-I, был идентифицирован бе¬ 
лок с мол. массой ~42К (р42) [86]. Данная клеточная линия не 
продуцировала HTLV-I и экспрессировала только ограниченное 
число белков HTLV-I [134]. Белок р42 не связан с белками gag 
и епѵ HTLV-I [85, 151]; выдвинуто предположение, что он явля¬ 
ется транс-действующим фактором, который имеет отношение к 
трансформирующей способности HTLV-I и HTLV-II [151]. По¬ 
следовательности в геноме хозяйской клетки, являющиеся для 
него мишенями, не идентифицированы, и механизмы, с помощью 
которых такие факторы могут вызывать трансформацию, еще не 
определены. Один из главных вопросов, на который вряд ли 
удастся ответить, исходя из прямого участия таких факторов в 
трансформации клеток-мишеней, состоит в том, почему при поли¬ 
клональной интеграции провируса имеет место моноклональный 
рост культуры [45]. Можно предположить, что одни клетки, 
имеющие преимущества для роста по сравнению с другими, в 
конце концов становятся преобладающими в культуре. Однако 
не вполне ясно, каким образом эти клетки приобретают преиму¬ 
щества для роста, если участки интеграции не имеют значения и 
если культура получила начало из однородной клеточной попу¬ 
ляции. 

Влияние HTLV-I на иммунные функции 
Т-клеток 

Существует много данных, позволяющих думать, что при зара¬ 
жении клеток Т-тропными ретровирусами повреждаются нор¬ 
мальные иммунные функции Т-клеток. При естественном зараже- 
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нии кошек вирусами лейкоза кошек (FeLV) у них наблюдается 
глубокое угнетение иммунной системы [163]. Инфекция проявля¬ 
ется в: лимфопении [30]; атрофии тимуса [1]; угнетении клеточ¬ 
ного иммунного ответа [107]; угнетении гуморального иммунного 
ответа на Т-зависимые антигены [163]; увеличении частоты зара¬ 
жения некоторыми оппортунистическими агентами, которыми мо¬ 
гут быть бактерии, грибы, простейшие или вирусы [30]; повыше¬ 
нии уровня некоторых видов раковых заболеваний в дополнение к 
лейкозу [172]; генерализованной лимфоаденопатии [33]. Боль¬ 
шая часть кошек погибает от последствий развивающейся в ре¬ 
зультате заражения FeLV иммунной дисфункции, а не от самого 
лейкоза [33]. 

Заражение HTLV-I также, по-видимому, приводит к потере 
многих иммунных функций Т-клеток. Эссекс и сотр. [33] обнару¬ 
жили, что у больных в эндемичных по HTLV-I районах Японии, 
находящихся в палатах для инфекционных больных, антитела к 
HTLV-I встречаются почти в три раза чаще, чем у обычного на¬ 
селения района. Естественный контакт с вирусом, по-видимому, 
делает население чувствительным к различным оппортунистиче¬ 
ским инфекциям. 

Митцуя и др. [99] показали, что Т-клеточная линия, происхо¬ 
дящая от зараженного HTLV-I и прожившего длительное время 
больного, обладала специфической цитотоксической активностью 
к экспрессирующим HTLV-I и неопластическим Т-клеткам, если 
опухолевые клетки-мишени экспрессировали по крайней мере 
один общий с клетками-эффекторами HLA -антиген (HLA-A1). 
Однако клон (К7), происходящий от этой родительской линии, 
по-видимому, утратил свои нормальные иммунные функции. При 
контакте с опухолевыми клетками, экспрессирующими антигены 
HTLV-I, эта клональная популяция переставала пролифериро¬ 
вать и в конце концов погибала [98]. Было обнаружено, что этот 
отклоняющийся от нормы Т-клеточный клон имел одну копию 
провируса HTLV-I на клетку (М. Clarke, неопубликованные дан¬ 
ные) . 

Потеря иммунных функций может быть также прямо проде¬ 
монстрирована in vitro на хелперных и цитотоксических Т-клет- 
ках после их заражения HTLV-I и HTLV-II [112]. До заражения 
линия клонированных человеческих Т-клеток пролиферировала и 
обеспечивала помощью В-клетки только в присутствии двух фак¬ 
торов — специфического растворимого антигена (гемоцианина 
моллюска фисурелла) и гистосовместимых антиген-презентирую- 
щих клеток (АПК). После заражения HTLV-I либо HTLV-II 
клетки этой линии отвечали усилением пролиферации и недис¬ 
криминируемой стимуляцией поликлонального иммуноглобулина 
В-клетками независимо от гистосовместимости АПК и наличия 
растворимого антигена. Аналогичным образом заражение клона 
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нормальных цитотоксических Т-клеток HTLV вело к ослаблению 
или потере их цитотоксических функций [112]. Эти данные позво¬ 
ляют думать, что при заражении Т-клеток HTLV индуцируется 
иммунодефицит и происходит поликлональная активация В-кле- 
ток, а также что Т-лимфотропный ретровирус, возможно принад¬ 
лежащий к семейству HTLV, обусловливает клинические прояв¬ 
ления, известные как синдром приобретенного иммунодефицита. 


Часть II: HTLV-III 

КЛИНИЧЕСКИЕ ПРОЯВЛЕНИЯ 

Синдром приобретенного иммунодефицита (СПИД) был опре¬ 
делен в 1981 г. как особый клинический синдром, выявляемый 
оппортунистическими инфекциями или новообразованиями, кото¬ 
рые осложняют лежащий в их основе дефект клеточной иммун¬ 
ной системы [15, 52, 94, 149]. Основным дефектом является коли¬ 
чественное снижение популяции Т-хелперов [81, 95, 153]. Обна¬ 
ружены некоторые группы населения с повышенным риском за¬ 
болевания СПИДом: гомосексуалисты-мужчины; наркоманы, 
вводящие наркотики внутривенно; больные гемофилией; недав¬ 
ние иммигранты с Гаити; лица, имевшие гетеросексуальные поло¬ 
вые контакты с вышеназванными группами; новорожденные, ма¬ 
тери которых относятся к группам высокого риска; и лица, кото¬ 
рым переливали кровь [21, 22, 24, 25, 29, 60, 71, 74, 111, 130, 167]. 
Центр по контролю заболеваний (CDC) разработал определение 
СПИДа, основанное на появлении оппортунистических инфекций 
и новообразований [15]. При ранней диагностике польза этого 
определения ограничена, так как первично оно было предназна¬ 
чено для идентификации СПИДа после развития вторичных ин¬ 
фекций, возникающих в результате Т-клеточного дефицита, и в 
нем не принимались во внимание детали клинических и эпиде¬ 
миологических проявлений, наблюдаемых на ранних стадиях за¬ 
болевания. Двумя распространенными клиническими проявления¬ 
ми СПИДа у больных являются внепаховая лимфоаденопатия и 
острые клинические проявления Т-клеточной недостаточности, 
связанные с абсолютным истощением Т-клеток [35]. У больных 
с генерализованной лимфоаденопатией и истощением Т-хелперов 
при последующем наблюдении выявляется развитие СПИДа 
[96]. Хотя эти симптомы не совпадают с определением СПИДа, 
выдвинутым CDC, эти часто наблюдаемые проявления Т-клеточ¬ 
ной недостаточности могут иметь диагностическое значение. 

Эпидемиологические особенности СПИДа позволили предпо¬ 
ложить, что в его этиологии играет роль переносимый инфекци¬ 
онный агент [37, 51]. У больных СПИДом часто обнаруживали 
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другие вирусы, в том числе вирус Эпштейна — Барр (ЕВѴ), ци- 
томегаловирус (СМѴ), вирус гепатита В (НВѴ) и аденовирусы 
[16, 27, 28]. Во время инфекции у нормального хозяина эти ви¬ 
русы часто угнетают иммунную систему [13, 161]. Высокая рас¬ 
пространенность этих вирусов среди групп риска по СПИДу в со¬ 
четании с их способностью передаваться при половых контактах, 
с иглами при уколах и с кровью при переливании наводит на 
мысль, что один или несколько из этих вирусов могут играть ка¬ 
кую-то роль в этиологии СПИДа либо служить кофактором, по¬ 
вышающим чувствительность хозяина к другому вирусу, вызы¬ 
вающему СПИД. 

Представители ретровирусов Т-клеточного лейкоза/лимфомы 
человека (HTLV), среди которых чаще всего встречается и луч¬ 
ше всего охарактеризован HTLV-I, рассматривались как основ¬ 
ные кандидаты на роль агентов, вызывающих СПИД. И действи¬ 
тельно, HTLV-I и HTLV-II изолированы из культивированных 
Т-клеток, полученных от больного СПИДом [43; Popovic et al., 
неопубликованные данные], а провирусная ДНК HTLV-I иденти¬ 
фицирована в клеточной ДНК двух больных СПИДом [47]. Ан¬ 
титела к мембранному антигену клеток, зараженных HTLV-I 
(идентифицированному как продукт гена епѵ HTLV-I), часто оп¬ 
ределялись в сыворотках больных СПИДом [31, 32]. HTLV-I и 
HTLV-II Т-лимфотропны, преимущественно заражают клетки 
хелперного фенотипа (ОКТ4/1еи За+) и в естественных услови¬ 
ях передаются от человека к человеку при половых контактах, с 
кровью или с препаратами крови (обзор см. [38]. Более того, 
HTLV-I и его варианты эндемичны в Африке и, возможно, воз¬ 
никли там [44]. СПИД также мог возникнуть в Африке. Анало¬ 
гично некоторым другим ретровирусам, например вирусу лейкоза 
кошек, заражение HTLV влияет на функции Т-лимфоцитов, а за¬ 
раженные им клетки вырабатывают много факторов клеточной 
регуляции, в том числе факторы, обладающие супрессорной ак¬ 
тивностью [133]. 

ИНФЕКЦИОННЫЙ АГЕНТ 

Выделение HTLV от больных СПИДом 
и пре-СПИДом 

В редких случаях из тканей, полученных от больных СПИДом 
и пре-СПИДом, были изолированы ретровирусы, классифициро¬ 
ванные как HTLV-I и HTLV-II [Popovic et al., неопубликован¬ 
ные данные]. Вместе с тем от этих больных с высокой частотой 
были изолированы ретровирусы, принадлежащие к новой под¬ 
группе HTLV. Эти вирусы, названные HTLV -ІИ, имеют ряд 
свойств, общих с HTLV-I и HTLV-II, а именно: избирательную 
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тропность к лимфоцитам OKT4/leu За+, зависимость активности 
обратной транскриптазы от содержания Mg 2+ , сходные размеры 
и содержание структурных белков, некоторые иммунологические 
перекресты между антигенами HTLV-III и такими же антигенами 
других подгрупп, ограниченную гомологию нуклеиновых кислот 
(табл. 32.5). Первые из этих изолятов были получены в нашей 


Таблица 32.5. Взаимосвязь между HTLV-III, HTLV-I и HTLV-II 


Свойства 

HTLV 

I 

1 и 

III 

Общая инфекционность 

Лимфоциты 

Лимфоциты 

Лимфоциты 

Узкая тропность 

Т4 

Т4 

Т4 

Обратная транскриптаза 

-100К 

~100К 

— юок 

Дивалентные катионы, предпочитае- 

Mg 2 + 

Mg 2 + 

М g 2 + 

емые обратной транскриптазой 




Мажорный белок сердцевины 

р24 

р24 

р24 

Общий эпитоп оболочки 

+ 

+ 

+ 

Общий эпитоп р24 

+ 

+ 

+ 

Гомология РНК с РНК HTLV-1 (при 


± 

— 

«строгих» условиях) 




Гомология РНК с РНК HTLV-1 (при 


+ + 

+ 

умеренно «строгих» условиях) 




Гомология с другими ретровирусами, 

0 

0 

0 

кроме PTLV 




рХ 

+ 

+ 

+ 

Образование гигантских многоядер¬ 

+ 

+ 

+ 

ных клеток 





лаборатории в ноябре 1982 г. В связи с трудностью выращивания 
Т-клеток, зараженных этими новыми вирусами, адекватная ха¬ 
рактеристика их была затруднительна и публикация результатов 
была отложена до получения пермиссивного субклона перманент¬ 
но растущей Т-клеточной линии, которую можно было бы зара¬ 
жать HTLV-III и которая давала бы большие количества вируса. 
Подобно ретровирусам типа С, HTLV-III почкуется от клеточной 
мембраны, но имеет несколько удлиненную сердцевину 
(рис. 32.4). Доступность больших количеств вируса позволила 
разработать иммунологические реагенты и методы исследования 
нуклеиновых кислот для детальной характеристики и сравнения 
вирусов HTLV [116]. 

От большого количества больных СПИДом и пре-СПИДом 
были собраны, обработаны и испытаны на наличие вируса или 
присутствие антител' к вирусным белкам периферическая кровь, 
костный мозг и сыворотки. Вирус из свежего материала от боль¬ 
ных, например периферической крови или лимфоцитов костного 











Вирусы Т-клеточных лейкозов человека 361 



Рис. 32.4. Электронная микрофотография клеток, зараженных HTLV-III (Л). 
Показан почкующийся вирус (Іэ) и зрелый вирион (В). 




мозга, выделяли с использованием методов, разработанных для 
HTLV-I и HTLV-II. Свежие клетки отделяли от эритроцитов, сти¬ 
мулировали в течение 48—72 ч митогеном (ФГА-Р) и выращива¬ 
ли в среде с добавлением ТКФР. Для определения вируса ис¬ 
пользовали следующие процедуры: а) регистрацию активности 
вирусной обратной транскриптазы в надосадочной жидкости; 
б) перенос вируса в свежие нормальные человеческие Т-лимфо¬ 
циты, например из плацентарной крови, периферической крови 
взрослых или из костного мозга; в) электронно-микроскопиче¬ 
ское наблюдение фиксированных срезов клеток; г) исследование 
экспрессии антигена путем непрямой иммунофлуоресценции или 
радиоиммунопреципитации с применением сывороток от имею¬ 
щих антитела доноров или гипериммунных сывороток против 
очищенного вируса [42]. 
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Таблица 32.6. Изоляты HTLV-III, выделенные от больных СПИДом и 
пре-СПИДом и от здоровых с риском СПИДа 


Больные и доноры 1 

Диагноз 

Число 
изолятов 
HTLV-III 2 

Г омосексуа листы 



Мужчины 

СПИД 

33 

пре-СПИД 

18 


Здоровые 

13 

Негомосексуалисты 


Наркоманы 

пре-СПИД 

2 

Гемофилики и реципиенты крови 

СПИД 

4 


пре-СПИД 

1 

Дети 

СПИД 

3 


пре-СПИД 

1 

Матери детей, больных СПИДом 

СПИД 

1 

пре-СПИД 

1 


Здоровые 

2 

Мужчины, имеющие беспорядочные поло¬ 

СПИД 

2 

вые связи (без других факторов риска) 

пре-СПИД 

6 

Супруги больных СПИДом и пре-СПИДом 

» 

1 

Здоровые 

2 

Случайные доноры (125 случаев) 

» 

0 


1 Сыворотки всех (кроме трех) приведенных здесь больных или доноров были по¬ 
ложительны на HTLV-III -антитела. 

2 Выделение вируса зависело от состояния клеток, здоровья доноров и т. д. В слу¬ 
чае СПИДа — 50%-ное выделение вируса, в случае пре-СПИДа — 80%-ное. 


Как суммировано в табл. 32.6, HTLV-III был изолирован из 
клеток, полученных от большого количества больных СПИДом 
и пре-СПИДом, а также от нескольких клинически нормальных 
носителей. Например, HTLV-III был выделен от 4 из 28 доноров- 
гомосексуалистов, не имевших беспорядочных половых контак¬ 
тов, и от 4 из 6 гомосексуалистов с высоким риском СПИДа. 
У одного из этой группы позднее развился СПИД. HTLV-III не 
был обнаружен в 125 пробах от нормальных гетеросексуальных 
доноров. От больных СПИДом вирус был выделен в 50% случа¬ 
ев, а от больных пре-СПИДом — в 30%. Ясно, что этот процент 
выделения вируса из образцов, взятых от больных СПИДом, да¬ 
ет заниженную оценку истинной частоты его содержания, так как 
во многих образцах, особенно полученных от умирающих боль¬ 
ных, было очень мало жизнеспособных клеток. Например, при ис¬ 
пользовании свежевыделенных образцов от лиц, находящихся в 
состоянии пре-СПИДа вирус был выделен от 14 доноров подряд 
[119]. Доказательства контакта с вирусом у большей части этих 
больных (>90%) были получены путем тестирования положи¬ 
тельных реакций сывороток, обсуждаемого ниже. 
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Рис. 32.5. Свежие выделенные лимфоциты человека, зараженные HTLV-III; 
видны типичные многоядерные гигантские клетки. 


Биологические свойства 

В отличие от опыта, накопленного с HTLV-I и HTLV-II, в слу¬ 
чае HTLV-III наиболее эффективным был перенос свободного ви¬ 
руса в свежие лимфоциты человека; при этом заражались не 
только лимфоциты плацентарной крови или костного мозга, но и 
лимфоциты периферической крови нормальных взрослых. Так же 
как в случае HTLV-I и HTLV-II, первичной мишенью для 
HTLV-III in vitro, по-видимому, были Т-клетки ОКТ4/1еи За+. 
Обычным следствием заражения HTLV-III был взрыв продукции 
вируса, как правило, через одну-две недели после заражения, а 
также выраженный цитопатический эффект в зараженных клет¬ 
ках. На рис. 32.5 показано формирование поликарионов в клет¬ 
ках Т4+, зараженных HTLV-III. Размножение вируса в заражен¬ 
ных клетках самоограничивается и зависит от длительности вы¬ 
живания зараженных клеток. Пример действия HTLV-III на мо¬ 
нонуклеарные клетки периферической крови человека иллюстри¬ 
рует рис. 32.6. После заражения в течение первых 2—3 недель 
общее число жизнеспособных клеток постепенно снижается. При 
внимательном наблюдении за субпопуляциями инфицированных 
Т-клеток можно видеть четкий эффект в отношении клеток фено¬ 
типа ОКТ4/1еи За+. После заражения HTLV-III эти клетки быст¬ 
ро гибнут (см. также рис. 32.6). Ряд данных указывает на то, что 
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Рис. 32.6. Характеристики первично (Л) и вторично зараженной (Б) культуры 
Т-лимфоцитов, продуцирующих HTLV-III. В культуре определяли (как функ¬ 
цию времени) количество жизнеспособных клеток, долю ОКТ4+ и ОКТ8 + , 
активность клеточной и внеклеточной обратной транскриптазы. Процедуры 
инициации первичной клеточной культуры из крови больных и переноса вируса 
в незараженные клетки описаны в тексте. 


клетки других фенотипов, отличных от OKT4/leu 3+, например 
моноциты и В-лимфоциты, также заражаются HTLV-III с очень 
низким уровнем выхода вируса; возможно, они служат резервуа¬ 
ром вируса при естественном заболевании. Однако, как описано 
ранее, некоторые перевиваемые лейкозные Т-клеточные линии че¬ 
ловека также могут продуктивно заражаться HTLV-III. Доказа¬ 
но, что эти клеточные линии представляют собой ценный источ¬ 
ник вируса для приготовления реагентов, играющих критическую 
роль в идентификации и определении свойств HTLV-III. Другими 
исследователями, независимо от нас, были обнаружены ретрови¬ 
русы, подобные принадлежащим к группе HTLV-III. Например, 
вирус, обозначенный как вирус лимфоаденопатии (LAV), был 
выделен Барре-Синусси и др. [4] от больного лимфоаденопатией. 
Та же группа исследователей сообщила также о получении до¬ 
полнительных изолятов, названных IDAV, от больных СПИДом 
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[168]. Предварительные сравнения этих вирусов с HTLV-III сви¬ 
детельствуют о тесной связи между ними. О выделении HTLV-III 
сообщается также еще в одной работе [36]. 


Связь HTLV-III с ITTLV-I и HTLV-II 

Антигенные свойства 

При анализе очищенного в градиенте плотности сахарозы 
HTLV-III посредством электрофореза в ДСН-полиакриламидном 
геле был выявлен белковый профиль, аналогичный подобному 
профилю HTLV-I и HTLV-II с некоторыми незначительными раз¬ 
личиями. Хорошо заметные, окрашенные кумасси синим полосы 
были обнаружены в позициях, соответствующих 40—46, 24 и 
15—17К. Вероятно, они соответствуют гликопротеину оболочки 
и мажорным белкам gag . Проведен сравнительный анализ анти¬ 
генных свойств HTLV-III, HTLV-I и HTLV-II с использованием 
вестерн-блотинга. Лизаты HTLV-I, HTLV-II и HTLV-III подвер¬ 
гали электрофорезу в пластинах полиакриламидного геля и бел¬ 
ковые полосы переносили на нитроцеллюлозу. Затем перенесен- 



Рис. 32.7. Анализ антигенной перекрестной реактивности между членами се¬ 
мейства HTLV. Каждая панель представляет вестерн-блот HTLV-I (дорож¬ 
ка 1), HTLV-II (дорожка 2) и HTLV-III (дорожка 3). На блоты наносили 
кроличью сыворотку к HTLV-I (Л), HTLV-II (Б), HTLV-III (В) и нормаль¬ 
ную кроличью сыворотку (Г). Иммунные реакции были выявлены с помощью 
меченных 125 І козьих противокроличьих IgG и радиоавтографии. 
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ный материал обрабатывали кроличьими антисыворотками про- 
тив HTLV-I, HTLV-II и HTLV-III. Результаты (рис. 32.7) пока¬ 
зали следующую перекрестную реактивность антигена р24 меж¬ 
ду вирусами: хотя сильнее всего антитела реагировали с гомоло¬ 
гичными белками, умеренная реактивность наблюдалась между 
р24 HTLV-I и антителами к HTLV-II, а также между р24 
HTLV-III и антителами к HTLV-II; слабые реакции наблюдались 
между р24 HTLV-I и антителами к HTLV-III. Перекрестная ре¬ 
активность р24 HTLV-II и HTLV-III, по-видимому, односторон¬ 
няя, поскольку не было отмечено значительной реакции между 
антителами к HTLV-III и р24 HTLV-II [1361. 

Конкурентный радиоиммуноанализ р24 HTLV-III показал, что 
HTLV-III является уникальным ретровирусом, главный белок 
сердцевины которого (р24) не родствен белкам большинства дру¬ 
гих ретровирусов, р24 HTLV-III имеет низкий, но регистрируе¬ 
мый уровень перекрестной реактивности с HTLV-I и HTLV-II, но 
не с другими ретровирусами, причем при вестерн-блотинге эта 
перекрестная реактивность видна более четко, чем при радиоим- 
мунологическом тесте. Подобным же образом вестерн-блотингом 
выявляется перекрестная реактивность между р24 HTLV-I и р24 
BLV [105], тогда как при конкуретном радиоиммуноанализе она 
не обнаруживается [75, 78]. Ясно, что HTLV-I и HTLV-II более 
родственны между собой, чем HTLV-III с любым из них. 


Свойства нуклеиновых кислот 


Геном HTLV-III клонирован из клеточной линии H9/HTLV-IIL 
продуцирующей вирус в высоком титре с использованием трех 
подходов, а) Клоны кДНК были получены из рекомбинантной 
плазмидной библиотеки двухцепочечных кДНК, транскрибиро¬ 
ванных с очищенной вирионной РНК при использовании в каче¬ 
стве затравки oligo(dT) [2]. Эти клоны представляют последо¬ 
вательности длиной от 1 до 2 kb с З'-конца вирусного генома, 
б) Клоны неинтегрированного провируса получены из рекомби¬ 
нантной фаговой библиотеки, содержащей последовательности 
ДНК (надосадочная жидкость по Хирту) остро инфицированных 
клеток Н9. В результате детального анализа трех клонов было 
выявлено, что они содержат один геном полной длины и два 
фрагмента, которые, возможно, составляют один полный геном 
[57]. в) Из библиотеки геномной ДНК клеток H9/HTLV-III были 
получены клоны интегрированного провируса с фланкирующими 
клеточными последовательностями [148]. Анализ этих клонов и 
скрининг ДНК из клеток, зараженных HTLV-III, или из свежих 
тканей больных СПИДом методом гибридизации по Саузерну 
указывает на широкую вариацию HTLV-III. Подобный полимор- 
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физм не характерен для HTLV-I и HTLV-II [176]. Не исключено, 
что за повышенный полиморфизм HTLV-III ответственна его вы¬ 
сокорепликативная природа. Гомология между HTLV-III и други¬ 
ми подгруппами HTLV-I была проанализирована методом Сау- 
зерн-гибридизации и картированием гетеродуплексов. Результаты 
выявили значительную гомологию области gag-pol и отдаленную, 
но все еще специфическую гомологию в области рХ. Размер гено¬ 
ма HTLV-III и наличие гомологии в области рХ позволяют пред¬ 
положить, что этот вирус также имеет дополнительные последо¬ 
вательности, характерные для членов семейства HTLV. 

При использовании генома HTLV-III в качестве зонда не было 
обнаружено гибридизации с ДНК клеток НТ или их клональных 
производных Н4 и Н9, а также с ДНК из человеческих тканей, 
что указывает на экзогенное происхождение вируса и на то, что 
он не содержит клеточных генов. 

ЭПИДЕМИОЛОГИЯ 

Сывороточная эпидемиология 

На наличие антител к HTLV-III проанализировано большое 
количество сывороток больных СПИДом, лиц, которые имеют 
признаки и симптомы, часто предшествующие СПИДу, гомосек¬ 
суалистов, гемофиликов и нормальных контрольных доноров. 
При этом использовали следующие методы: а) иммуносорбцион- 
ный ферментный анализ (ELISA); б) анализ вестерн-блотингом 
и в) радиоиммунопреципитацию очищенного р24 HTLV-III. В си¬ 
стеме ELISA разрушенный детергентно-солевой обработкой 
HTLV-III реагирует с исследуемыми сыворотками в лунке пане¬ 
ли для микротитрования. Иммунореактивность определяют, ис¬ 
пользуя меченные ферментами вторые антитела к человеческим 
иммуноглобулинам. При анализе вестерн-блотингом вирусные 
антигены разделяют электрофоретически в ДСН-полиакриламид- 
ном геле, а затем белковые полосы переносят на нитроцеллюлоз¬ 
ные листы, разрезают их на продольные полоски, содержащие 
характерные профили вирусных белков, и используют для скри¬ 
нинга сывороток. Пример вестерн-блотинга показан на рис. 32.8. 
Сыворотки первоначально подвергали скринингу в системе 
ELISA. Отрицательные в этой системе сыворотки повторно скри- 
нировали вестерн-блотингом. Сыворотки считали положительны¬ 
ми по антителам, если они положительно реагировали либо в си¬ 
стеме ELISA, либо при вестерн-блотинге, даже если первоначаль¬ 
но в системе ELISA они были отрицательными [132, 137]. 

При подобном скринировании двойным слепым методом отме¬ 
чено 100% положительных сывороток у всех больных СПИДом 
и не выявлено ни одной положительной сыворотки в контрольной 
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Рис. 32.8. Идентификация антигенов HTLV-III, распознаваемых сыворотками 
больных СПИДом. HTLV-III лизировали и фракционировали электрофорезом 
в пластине 12%-ного полиакриламидного геля в присутствии ДСН. Белковые 
полосы электрофоретически переносили из геля на нитроцеллюлозный лист и 
проводили твердофазный радиоиммуноанализ. Полоски нитроцеллюлозы про¬ 
мывали, высушивали, монтировали и экспонировали с рентгеновской пленкой. 
Л. Сыворотки больных СПИДом. Б. Сыворотки больных с лимфоаденопатией. 
В. Положительная (полоска 1) и отрицательная (полоска 2) сыворотки гомо- 
сексуалистов-мужчин. 


группе, куда были включены сыворотки от здоровых и от боль¬ 
ных другими заболеваниями, не связанными со СПИДом [132]. 
В табл. 32.7 суммированы результаты, полученные в расширен¬ 
ных исследованиях, проведенных большим числом исследовате¬ 
лей в клиниках разных частей света. Кроме подтверждения поч¬ 
ти абсолютной корреляции между наличием антител к HTLV-III 
и СПИДом результаты указывают также на широкое распрост¬ 
ранение антител к HTLV-III среди больных с персистентной гене¬ 
рализованной лимфоаденопатией, лихорадкой, истощением и 
т. д. — т. е. при состояниях, описываемых как синдром лимфоаде- 
нопатии, пре-СПИД или комплекс, связанный со СПИДом 
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Таблица 32.7. Антитела к HTLV-III в сыворотках больных СПИДом или 
пре-СПИДом 


Индивидуумы 

Число 

положитель¬ 

ных 

Число 

проверен¬ 

ных 

Доля 

положитель¬ 
ных, % 

Больные СПИДом 

288 

297 

97 

Больные пре-СПИДом 

327 

360 

90,8 

Бессимптомные гомосексуалисты-муж- 

96 

235 

40,9 

чины 

Доноры крови из групп высокого 

9 

9 

100 

риска 

Реципиенты почки от доноров 

1 

1 

100 

группы высокого риска 

Контроли 

Случайные нормальные доноры 

0 

238 

0 

Чернокожие женщины из Балти¬ 

0 

100 

0 

мора (1962 г.) 

Здоровые японцы из HTLV -энде- 

0 

123 

0 

мичного района 

Больные лейкозами и другими 

0 

34 

0 

злокачественными заболевания¬ 
ми из эндемичного по HTLV-I 
района 

Здоровые суринамцы 

0 

54 

0 

(группа, леченная метадоном) 
Шизофреники 

0 

30 

0 

Больные болезнью Ходжкина и 

0 

160 

0 

их братья или сестры 

Реципиенты почек 

0 

24 

0 

Другие случаи угнетения имму¬ 

0 

34 

0 

нитета 

Смешанные больные 1 

0 

82 

0 


1 Сюда включены больные, которым делали интенсивное переливание крови, а так¬ 
же: гепатитом В, сифилисом в первой стадии, ревматоидным артритом, системной крас¬ 
ной волчанкой, острыми мононуклеозами, лимфоидными лейкозами, В- и Т-клеточными 
лимфомами, зональной алопецией, идиопатической спленомегалией. 


(КСП). К другим группам, имеющим антитела к HTLV-III, отно¬ 
сится группа гомосексуалистов с беспорядочными связями и нар¬ 
команов, вводящих наркотики внутривенно. В отличие от этого 
у большого числа контрольных индивидуумов антитела к 
HTLV-III отсутствовали. Среди этих контрольных лиц были здо¬ 
ровые индивидуумы; лица, страдающие различными другими ви¬ 
русными заболеваниями (например, цитомегаловирусным моно- 
нуклеозом и HTLV-I -положительной ТЛВ); индивидуумы с угне¬ 
тенным иммунитетом (реципиенты почечных трансплантатов; 
больные с различными иммунодефицитными заболеваниями, 
включая синдром Вискотт — Олдрича, атаксию телангиэктазию, 
обычные гипогаммаглобулинемии и т. д.). Среди индивидуумов, 
не подверженных традиционным факторам риска СПИДа, анти- 

24 Заказ № 1131 
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тела к HTLV-III были определены у лиц, которым делали пере¬ 
ливание крови или вводили компоненты крови [49, 55], у реципи¬ 
ентов почек от доноров, имевших антитела (табл. 32.7), а также 
у женщин, партнерами которых при половых контактах были 
мужчины, зараженные HTLV-III (Sarngadharan et al., неопубли¬ 
кованные данные). 

Эти исследования подтвердили непосредственную связь 
HTLV-III со СПИДом в качестве его этиологического агента. 


Способы передачи HTLV-III 

Уже давно установлено, что СПИД передается преимущест¬ 
венно при половых контактах. С момента первого описания 
СПИДа как нового реально существующего заболевания ранее 
здоровых гомосексуалистов главным фактором риска, ведущим к 
приобретению этого заболевания, считают беспорядочную гомо¬ 
сексуальную активность. Кроме того, документировано несколько 
случаев заражения женщин от мужчин-бисексуалистов. Эпиде¬ 
миологические исследования свидетельствуют о том, что степень 
риска зависит от особенностей сексуальной практики. Так, СПИД 
легче распространяется среди гомосексуалистов, играющих пас¬ 
сивную роль, чем среди их партнеров, играющих активную роль 
[48]. Критическим моментом заражения является перенос со 
спермой HTLV-III или клеток, зараженных HTLV-III. В переносе 
вируса могут участвовать также другие жидкости тела, напри¬ 
мер слюна. Вирус выделен из слюны 4 из 10 больных 
пре-СПИДом и 4 из 10 бессимптомных гомосексуалистов с высо¬ 
ким риском СПИДа (неопубликованные наблюдения в нашей 
лаборатории). Наиболее эффективно вирус передается при пере¬ 
ливании зараженной крови. Заражение часто происходит также 
среди наркоманов, которые вводят себе наркотики нутривенно 
загрязненными иглами. Еще одна группа повышенного риска за¬ 
ражения— это дети зараженных вирусом матерей. Наиболее ве¬ 
роятный путь заражения в этом случае — трансплацентарный об¬ 
мен кровью между матерью и плодом. 

ЗАКЛЮЧИТЕЛЬНЫЕ ЗАМЕЧАНИЯ 

Удалось обнаружить, выделить и охарактеризовать этиологи¬ 
ческие агенты для двух основных Т-клеточных заболеваний. Воз¬ 
никает вопрос: как можно использовать полученные результаты, 
как они могут помочь ограничить распространение этих заболе¬ 
ваний? Для ТЛВ и СПИДа характерно горизонтальное распрост¬ 
ранение ретровирусов. In vitro заражение HTLV-I вызывает про¬ 
лиферацию Т-клеток и ведет к их иммортализации, a in vivo — к 
Т-клеточному лейкозу. Вместе с тем заражение HTLV-III in vitro 
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вызывает гибель и истощение по крайней мере некоторых Т-кле- 
ток-мишеней, а in vivo потерю иммунных функций. Каким обра¬ 
зом два члена семейства ретровирусов, имеющих ряд общих 
структурных и функциональных свойств, дают такие разные эф¬ 
фекты? Ответ может быть найден, если проанализировать струк¬ 
турные элементы генов двух вирусов. Было бы интересно изучить 
влияние делеции или перестройки специфических участков како¬ 
го-либо гена на способность вирусов трансформировать клетки 
или на цитопатический эффект этих вирусов. В этом отношении, 
возможно, наибольшего внимания заслуживают манипуляции, за¬ 
трагивающие участок рХ , особенно в связи с выдвинутым пред¬ 
положением о том, что у HTLV-I и HTLV-II он кодирует белок, 
который действует как транс-фактор, вызывающий иммортализа- 
цию зараженных клеток. 

Цитопатический характер инфекции HTLV-III может озна¬ 
чать, что связанные с иммунным ответом зараженные клетки в 
конечном счете исчезают и для сохранения зараженного состоя¬ 
ния должны постоянно инфицироваться свежие клетки. По сооб¬ 
щениям ряда авторов, кроме Т-лимфоцитов могут заражаться и 
другие клетки. В отличие от ретровирусных лейкозов в случае 
СПИДа терапевтические подходы могут базироваться на предот¬ 
вращении экспрессии вируса и заражения свежих клеток. Здесь 
могут оказаться полезными ингибиторы вирусных функций, 
влияющих на присоединение вируса к клеточной поверхности, 
проникновение или обратную транскрипцию, а также специфиче¬ 
ские антитела к гликопротеинам вирусной оболочки или клеточ¬ 
ным рецепторам вируса или же избирательный мощный ингиби¬ 
тор обратной транскриптазы. Как для лейкозов, так и для 
СПИДа конечной целью является разработка безопасных вак¬ 
цин. Если соответствующие белки оболочки вызывают образова¬ 
ние вирус-нейтрализующих антител, то, вероятно, оптимально 
было бы использовать в качестве вакцин изолированные глико¬ 
протеины вируса или инактивированные вирусные препараты. 
Успешное клонирование генов HTLV-I и HTLV-III позволяет на¬ 
деяться на получение этих белков в больших количествах. 
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Неканонические вирусы, 
вызывающие подострые спонгиозные энцефалопатии 

Д. Карлтон Гайдушек 1 


Группа хронических прогрессирующих, неизбежно летальных 
инфекций центральной нервной системы (ЦНС) человека и жи¬ 
вотных вызывается необычными вирусами, обладающими очень 
странными физическими и биологическими свойствами, в связи 
с чем существует множество гипотез о природе этих, условно 
говоря, вирусов, которые часто называют просто агентами 
(табл. 33.1—33.3). Эти с трудом поддающиеся очистке вирусы 
нелегко увидеть; они чрезвычайно устойчивы к обычным физи¬ 
ческим и химическим воздействиям, включая воздействие уль¬ 
трафиолетом (УФ), ионизирующей радиацией, ультразвуком, на¬ 
греванием, нуклеазами и множеством антисептиков, таких, как 
формальдегид, глутаральдегид, хлороформ, эфир, спирт, фенол, 
иод, перекись водорода, соли четвертичных аммониевых основа¬ 
ний и оксид этилена. Высокая устойчивость к инактивации и осо¬ 
бенно необычный спектр инактивирующего действия УФ-облу- 
чения, полное отсутствие антигенности частично очищенных 
высокоинфекционных (ІО 12 ИД 50 /мл) препаратов и чрезвычайная 
устойчивость к ионизирующей радиации указывают либо на 
очень малый размер мишени, либо на очень сильную защиту 
благодаря агглютинации за счет агрегации гидрофобных инфек¬ 
ционных частиц. Эти наблюдения породили спекулятивные вы¬ 
воды о том, что впервые открыты микробы без нуклеиновой 
кислоты [1—3, 66, 106, 160] и без белков, отличных по антигеи- 
ности от белков хозяина [66]. Естественно, что это привело к 
многочисленным противоречиям, которые лишь теперь близятся 
к разрешению [53, 147—151, 163, 166—170]. 

Эти «вирусы» (если мы принимаем этот термин для обозна¬ 
чения таких фильтрующихся реплицирующихся агентов, кото¬ 
рые, возможно, способны запускать свой собственный синтез, 
используя клеточную генетическую информацию) вызывают 
два заболевания человека: куру и болезнь Крейцфельдта — Яко¬ 
ба (БКЯ) и их многочисленные клинические варианты, а также 


1 D. Carleton Gajdusek, Laboratory of Central Nervous System Studies, Na¬ 
tional Institute of Neurological and Communicative Disorders and Stroke, Natio¬ 
nal Institute of Health, Bethesda, Maryland 20205. 
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Таблица 33.1. Природные медленные вирусные инфекции, вызываемые некано¬ 
ническими вирусами (подострые спонгиозные вирусные энцефалопатии) 


У человека 

Куру 

Трансмиссибельные вирусные деменции 
Болезнь Крейцфельдта—Якоба 
Спорадическая 
Семейная 

Синдром Герстманна-Штраусслера 
Спорадический 
Семейный 

У животных 

Скрейпи 

У овец 
У коз 

Энцефалопатия норок 
Хроническое истощение 
У домашних оленей 
У домашних лосей 


несколько заболеваний животных, включая болезнь скрейпи 
у овец и коз, инфекционную энцефалопатию (ЭН) домашних но¬ 
рок и хроническое истощение у одомашненных оленей и лосей 
(табл. 33.1). Они объединены в группу медленных вирусных ин¬ 
фекций ,[43, 74, 162] и называются подострыми спонгиозными ви¬ 
русными энцефалопатиями {66, 89, 91]. 

Основной особенностью этих заболеваний является то, что 
их структурная и функциональная патология ограничена ЦНС; 
при этом другие органы не затрагиваются инфекцией, хотя при 
периферийном введении вирусы, прежде чем попасть в мозг, бес¬ 
симптомно размножаются в ретикулоэндотелиальной системе 
[56, 98, 115]. Размножение идет очень медленно, без заметной 
латентной фазы, со временем удвоения примерно 5 дней; таким 
образом, для накопления вирусных частиц в высоком титре, при 
котором они вызывают функциональные нарушения и гибель 
клеток, требуются многие недели, а зачастую и месяцы [167]. На 
ранней стадии инфекции они вызывают слияние клеток и даже 
стимулируют амитотическое деление клеток [17, 125, 152], т. е. 
неудивительно, что они поражают и разрушают только нейроны 
(и, возможно, некоторые глиальные клетки), которые фиксиро 
ваны своими отростками и не делятся. 

Их культивируют in vitro в перевиваемых клеточных линиях 
[10, 79], однако вирионы не накапливаются в них в высоком 
титре, поскольку клетки делятся чаще, чем удваивается вирус¬ 
ный титр, и поэтому культуры самостерилизуются. Трансформа¬ 
ция зараженных клеток из первичного мозгового эксплантата 
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Таблица 33.2. Атипические свойства неканонических вирусов 


Физические и химические свойства 

Устойчивы к.- 

Формальдегиду и глутаральдегиду 
р-Пропиолактону 

Этилендиаминтатраацетату (ЭДТА) 

Нуклеазам (рибонуклеазе А и III, дезоксирибонуклеазе I) 

Соединениям цис-диаминоплатины 

Нагреванию (80 °С) (неполная инактивация при 100 °С) 

Облучению ультрафиолетом (254 нм) 

Ионизирующей радиации (улучи): эквивалентная мишень 150К; с кор¬ 
рекцией на полимерную ассоциацию: 10 11 Да 
Ультразвуку 

Атипичный спектр действия инактивации ультрафиолетом: 237 нм = 6x254 нм; 
220 нм = 50х254 нм 

Отсутствие морфологически различимых вирионов при электронной микро¬ 
скопии (сердцевины или оболочки) 

В зараженном мозгу наблюдаются амилоидоподобные фибриллы (ФСС: 
фибриллы, связанные со скрейпи), напоминающие агрегированный «белок, 
связанный со скрейпи» (белок «приона») 

Биологические свойства 

Отсутствие эклипс-фазы 

Время удвоения 5,2 дня (в мозгу хомячка); так же медленно в мозгу 
мышей 

Длительный инкубационный период (от месяцев до нескольких лет; де¬ 
сятки лет) 

Отсутствие воспалительных реакций 

Хроническая прогрессирующая патология (медленная инфекция) 
Отсутствие ремиссий и выздоровления: неизбежно летальная инфекция 
«Дегенеративная» гистопатология: амилоидные бляшки, глиоз 
Отсутствие телец включения 

Отсутствие продукции интерферона и интерференции с продукцией ин¬ 
терферона другими вирусами 
Нечувствительность к интерферону 

Отсутствие интерференции с вирусами (с >30 вирусами) 

Отсутствие вирусной нуклеиновой кислоты, выявляемой по гибридизации 
и трансфекции 

Отсутствие антигенности, отсутствие белков, отличных от белков хозяина 
Отсутствие влияния на патогенез иммуносупрессии и иммуностимуляции, 
вызываемых следующими факторами: 

АКТГ, кортизоном 
Циклофосфамидом 
Рентгеновским облучением 
Противолимфоцитарной сывороткой 
Тимэктомией и спленэктомией 
Использованием «голых» мышей 
Адъювантами 

Интактность В- и Т-клеточных функций как in vivo, так и in vitro 
Отсутствие цитопатогенного действия на клетки in vitro 
Переменная индивидуальная чувствительность к высокой дозе заражения 
у некоторых видов (например, при скрейпи у овец) 

Различные чувствительность, вирулентность и патогенез (поражение раз¬ 
личных зон мозга) у различных видов 
Изменение круга хозяев при пассировании 
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Таблица 33.3. Классические вирусные свойства неканонических вирусов 


Фильтруемость через поры диаметром 25 нм (скрейпи, ЭН); 100 нм (куру, 

БКЯ) 

«Чистое» титрование на большинстве видов (все животные погибают при вы¬ 
сокой дозе) 

Репликация до титров ІО 5 —10 и /г в мозгу 

Патогенез: сначала реплицируются в селезенке и других органах ретикуло- 
эндотелиальной системы, а затем в мозгу 

«Адаптация» к новому хозяину (сокращение инкубационного периода) 
Генетическая регуляция чувствительности у некоторых видов (у овец и мышей 
для скрейпи) 

Специфический круг хозяев у каждого штамма 
Наличие штаммов с различными кругом хозяев и вирулентностью 
Возможность клональной селекции (при высоких разведениях) штаммов из 
«дикого вируса» 

Интерференция медленнорастущего штамма скрейпи с репликацией быстро¬ 
растущего штамма у мышей 


также ведет к самостерилизации из-за длительного периода уд¬ 
воения этих вирусов [10, 167]. 

Они не вызывают иммунного ответа, и многие типы иммуно¬ 
супрессии зараженных хозяев (вызванной, например, тотальным 
облучением организма, цитотоксическими препаратами, противо¬ 
лейкоцитарными сыворотками, АКЛТ, кортизоном, спленэктомией 
и тимэктомией или характерной для бесшерстных мышей и 
лабораторных животных с другими Т-клеточными и В-клеточны- 
ми дефектами) не приводят к значительным изменениям хода 
заболевания (табл. 33.2) [66, 113, 118, 143, 193]. 

В результате заражения происходит очаговая микровакуо¬ 
лизация в аксонах и дендритах нейронов, приводящая к запол¬ 
нению перикариона, разбуханию нейрона и аксонов и к спонги- 
озному перерождению серого вещества. Наблюдаются также 
интенсивная пролиферация и гипертрофия астроглии. При этом 
отсутствуют воспалительные процессы, т. е. нет ни периваскуляр- 
ного окружения лейкоцитами, ни лейкоцитарной инвазии парен¬ 
химы мозга [16—22, 121, 124—126, 195]. Болезнь протекает без 
лихорадки, в спинномозговой жидкости (СМЖ) не наблюдается 
плеоцитоза или возрастания уровня белка [80, 81, 171, 187, 195]. 

Ярко выраженная неспособность стимулировать иммунный 
ответ или воспалительную реакцию наряду с неспособностью 
индуцировать интерферон и нечувствительностью к его действию 
приобретают особо важное значение в связи с тем, что высоко- 
титражные препараты (>10 12 ИД 50 /мл) не индуцируют иммун¬ 
ный ответ в чувствительных хозяевах (морских свинках, хомяч¬ 
ках, мышах, козах и птицах) при использовании схем иммуни¬ 
зации как с применением адъювантов, так и без них. 
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В лизосомных фракциях, полученных из тканей мозга боль¬ 
ных, зараженных БКЯ или куру, или животных, зараженных 
скрейпи, но не из мозга здоровых, можно выделить фибриллы, 
связанные со скрейпи (ФСС) (рис. 33.1 и 33.2) [70, 147—151]. Эти 
фибриллы обнаруживаются также в препаратах низкомолеку¬ 
лярного белка, связанного со скрейпи и считающегося инфекци¬ 
онным; его частицы диаметром 10—20 нм и длиной 100 нм агре¬ 
гируют, образуя фибриллы (рис. 33.2) [163]. ФСС напоминают 
также парные спиральные филаменты, которые обнаруживаются 
в нейрофибриллярных сплетениях, и амилоидные фибриллы; 
тем не менее они отличаются и от тех и от других (рис. 33.2) [ 70 , 
147, 151]. Как предполагают, ФСС представляют собой инфек¬ 
ционные частицы агента скрейпи в агрегированном состоянии 
[53, 70, 147, 148, 151, 163]. Подобно амилоиду, они окрашиваются 
конго красным и дают сходное двойное лучепреломление [163]. 
Поскольку аутоиммунные антитела к нормальным аксонным 
нейрофиламентам диаметром 10 нм, которые образуются у боль¬ 
шинства больных БКЯ и куру [11, 13, 180—182] и у многих жи¬ 
вотных, экспериментально зараженных скрейпи, куру или БКЯ 
[8], реагируют как с нормальными аксонными нейрофиламента- 
ми, так и с нейрофибриллярными сплетениями [12, 45], содержа¬ 
щими парные спиральные филаменты, мы предположили, что 
нейрофиламенты и ФСС сходны: и те и другие дегенерируют с 
образованием парных спиральных филаментов (ПСФ) и нейро¬ 
фибриллярных сплетений (НФС) и в конечном итоге амилоида 
и амилоидных бляшек, которые обнаружены в мозгу большин¬ 
ства больных куру и некоторых больных БКЯ, а также в мозгу 
некоторых животных, зараженных скрейпи [14, 70]. 

Столь необычные умозрительные рассуждения свидетельст¬ 
вуют о потрясении, которое вызвали эти неканонические вирусы 
в микробиологии. Уже давно считают, что они слишком малы 
(< 100К), чтобы содержать генетическую информацию для сво¬ 
его синтеза [90, 127, 130]. Широко распространено представле¬ 
ние о том, что они служат дерепрессорами генетической инфор¬ 
мации хозяина для собственного синтеза [66, 72]. 

Наконец, по-видимому, существует структурная гомология 
между парными спиральными филаментами, входящими в НФС 
и ФСС, и амилоидными фибриллами, накапливающимися в моз¬ 
гу, причем и те и другие могут иметь отношение к (10 нм)-ней- 
рофиламентам [12, 107, 109]. Поскольку обнаружена гомология 
между амилоидом и иммуноглобулинами, полагают, что амило¬ 
идные иммуноглобулиноподобные молекулы (возможно, компо¬ 
ненты нейрофиламентов) вызывают в клетке синтез сходных мо¬ 
лекул, несколько отличающихся от нормальных. Ключевым оста¬ 
ется вопрос о том, содержит ли «вирус» нуклеиновую кислоту. 
Пока, несмотря на длительные поиски методами, основанными на 
25* 
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Рис. 33.1. А. Электронная микрофотография фибрилл, связанных со скрейпи 
(ФСС), из мозга хомячков, зараженных скрейпи. Негативное контрастирова¬ 
ние фосфовольфраматом натрия; Хбб 500. Справа: электронные микрофотогра¬ 
фии парных спиральных филаментов (Б) и амилоидных фибрилл (В), полу¬ 
ченных из материала больного сенильной деменцией типа Альцгеймера. Г. ФСС 
в мозгу больного с синдромом Герстманна — Штраусслера (вариант болезни 
Крейцфельдта—-Якоба). Все препараты негативно контрастированы фосфо¬ 
вольфраматом натрия; Х93 100. (С любезного разрешения д-ра Патриции 
Мерц, Стейтен Айленд, Нью-Йорк.) 


гомологии ДНК [26], трансфекции [27] и нуклеазной инактива¬ 
ции і[105], ее идентифицировать не удалось. 

Сторонники традиционной вирусологии более консервативны. 
Они по-прежнему считают, что гидрофобностью частиц агента 
скрейпи [164], а также их необычной склонностью к агрегации 
[170] и ассоциации с плазматическими мембранами можно объ¬ 
яснить их свойства, не отказываясь от представления о вирусной 
природе агента, и лишь неточность методики определения инфек- 
ционности (возможен лишь тест in vivo на животных) мешает 
доказать это ,[166—170]. Очень малый размер, определенный в 
опытах по облучению [2, 90, 127], может оказаться ошибочным из- 
за агрегации )[170], а полученные данные по инактивации нена¬ 
много отличаются от общеизвестных в вирусологии крайних слу¬ 
чаев, если рассматривать кинетику инактивации чувствительного 
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вируса, а не резистентной агрегированной фракции [166—168, 
170]. 

Необычным является то, что эта ситуация возникла на этапе 
интенсивного развития молекулярной биологии вирусов. Чрез¬ 
вычайная сложность определения инфекционности, занимающе¬ 
го от 2 до 6 мес даже для наиболее «быстрых» штаммов возбу¬ 
дителей скрейпи (на хомячках) и БКЯ (на мышах), говорит са¬ 
ма за себя. Многие парадоксы, связанные с этими вирусами, 
вероятно, будут разрешены в течение ближайших нескольких 
лет. 

Ниже обсуждаются отдельные заболевания, которые мы от¬ 
носим к подострым спонгиозным вирусным энцефалопатиям. 
Куру — первое из хронических подострых дегенеративных забо¬ 
леваний человека, для которого доказана вирусная этиология. 
Оно привлекло внимание всего мира, что стимулировало поиск 
вирусов, подобных возбудителю куру и вызывающих другие под¬ 
острые и хронические болезни человека [43, 57, 69, 74, 75, 80, 81, 
97, 162, 194]. Такие медленно развивающиеся заболевания че¬ 
ловека с многолетним инкубационным периодом и без воспали¬ 
тельного ответа на медленное разрушение клеток мозга ранее 
были неизвестны. В ветеринарии Сигурдссон [179] обнаружил 
подобные медленные инфекции у овец. Выяснение этиологии ку¬ 
ру привело к обнаружению того, что пресенильные деменции 
типа БКЯ, обнаруживаемые по всему миру и характеризующиеся 
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Рис. 33.2 Электронные микрофотографии высокоочищенной фракции скрейпи- 
специфического белка — «белка приона скрейпи» Прузинера и др. [163], — 
имеющего мол. массу 27—ЗОК. Препараты негативно контрастированы уранил- 
формиатом. Масштабный отрезок соответствует 100 нм. Слева : «прионовые 
палочки диаметром 10—20 нм и длиной 200 нм. Справа : скопления аг¬ 
регированных «прионов», напоминающие амилоидные волокна. Как и амилоид, 
эти агрегаты окрашиваются конго красным и дают двойное лучепреломление. 
«Прионовые палочки» очень напоминают обнаруженные Мерц инфекционные 
фибриллы, связанные со скрейпи (рис. 33.1) [147—151]. (С любезного разре¬ 
шения д-ра С. Прузинера, Сан-Франциско, Калифорния.) 

такими же, как при куру, повреждениями на клеточном уровне, 
трансмиссибельны и вызываются похожими на возбудителя куру 
неканоническими вирусами [66, 67, 73, 89, 138]. 

Существуют другие медленные инфекции ЦНС человека, ко¬ 
торые вызываются обычными вирусами, например вирусом кори, 
паповавирусами (JC и SV40 — PML), вирусом краснухи, цитоме- 
галовирусом, вирусом простого герпеса, аденовирусами типов 7 
и 32 и вирусом клещевого энцефалита. Однако в отличие от этих 
«канонических» вирусов «неканонические» вирусы спонгиозных 
энцефалопатий очень медленно размножаются (имеют длитель¬ 
ный период удвоения). К тому же именно они заставляют из¬ 
менять наши представления о диапазоне существующих в при¬ 
роде вирусных структур. 

КУРУ 

Куру характеризуется церебеллярной атаксией и тремором 
лихорадочного типа, которые прогрессируют до полного мотор- 
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ного расстройства с дисартрией и полной потерей речи. Забо¬ 
левание оканчивается смертью менее чем через 1 год после его 
начала. Оно поражает жителей нескольких смежных долин в 
высокогорных районах Папуа — Новой Гвинеи и наблюдается в 
169 деревнях с общим населением более 35 000 человек 
(рис. 33.3). На языке Форе куру означает дрожание или тряску. 
В культурно-лингвистической группе Форе, в которой наблю¬ 
дается более 80% случаев куру, болезнь поражала примерно 1% 
популяции в год. Когда ее только начинали изучать, она была 
распространена среди людей всех возрастных групп, начиная 
с младенцев: мальчиков, девочек и взрослых женщин, но редко 
встречалась среди взрослых мужчин (рис. 33.4). Заметное пре¬ 
обладание смертей у взрослых женщин по сравнению с мужчи¬ 
нами привело в некоторых деревнях к отношению мужчин к жен¬ 
щинам более чем 3:1, а во всей группе Южного Форе 
(рис. 33.5) —к отношению 2:1 [6, 57, 61—64, 66, 67, 69, 80, 81, 
92, 122, 129, 194]. 

Куру постепенно исчезала на протяжении последних 20 лет 
[4—6, 66, 67, 122]. За это время заболеваемость детей и молодых 
людей обоих полов снизилась и больше не регистрируется у лиц 
моложе 25 лет (рис. 33.6 и 33.7). Вероятно, это связано с прекра¬ 
щением практики ритуального каннибализма как составной 
части погребального обряда в знак уважения к покойному члену 
клана и связанным с ней заражением, в основном женщин и 
маленьких детей, через конъюнктиву, нос, кожу, слизистую и пи¬ 
щеварительный тракт высокоинфекционной тканью мозга [57, 
64, 69, 92, 122, 129]. В недавних полевых исследованиях куру 
удалось получить четкое подтверждение того, что у человека ин¬ 
кубационный период болезни составляет 30 лет и более, и по¬ 
скольку теперь больные куру редки, удалось выявить небольшие 
группы людей, каким-то образом связанных с больными, и уста¬ 
новить конкретную жертву каннибальского пира как источ¬ 
ник заражения [122]. Более 90% детей и женщин, участвовав¬ 
ших в акте каннибализма, уже заболело куру [122]. При продол¬ 
жительном наблюдении никаких изменений в необычной картине 
исчезновения куру не выявлено. Это указывает на искусствен¬ 
ную природу эпидемии: по-видимому, вирус куру не имеет есте¬ 
ственного резервуара в природе и промежуточного хозяина; его 
единственный хозяин — человек. Кроме того, не существует 
трансплацентарной или неонатальной передачи от зараженной 
или уже больной матери ни в виде интегрированного генома, ни 
в виде фактора, передающегося при кормлении молоком. 
В 1982 г. было только 12 смертей от куру, причем возраст самых 
молодых жертв куру теперь >30 лет (рис. 33.6 и 33.7) [66, 69]. 
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Рис. 33.3. А. Район куру (на карте показан черным цветом; области, находя¬ 
щиеся на высоте более 200 м, закрашены точками) населяют более 35 000 че¬ 
ловек. Они живут в 169 деревнях (населенных пунктах), группирующихся во¬ 
круг покрытых джунглями гор на высоте от 1000 до 2500 м над уровнем моря. 
Б. Карта с бассейнами рек и деревнями, в которых когда-либо наблюдалось 
куру. Указаны культурно-лингвистические группы, к которым принадлежат де¬ 
ревни: А — Айана; AW — Ава; FN — Северное Форе; FS — Южное Форе; G — 
Гими, КЕ — Кейанга; КМ—Камано; KN — Каните; U — Усуруфа; Y — Яте и 
YA — Ягария. 


Клиническая картина 

Клиническое течение куру примечательно однотипно и харак¬ 
теризуется церебеллярными симптомами, которые прогрессируют 
вплоть до полной инвалидности и смерти обычно в течение 3— 
9 мес. Болезнь начинается внезапно, без предшествующего ост¬ 
рого заболевания, и условно разделяется на три стадии: ходячую, 
сидячую и конечную. Некоторые больные сообщают о продро¬ 
мальных симптомах в виде головных болей и болей в руках и 
ногах. Лихорадка и судороги отсутствуют ([6, 61, 63, 67, 80, 81, 
194]. 

Обычно в первой, ходячей, стадии больной сам ставит себе 
диагноз — еще до того, как окружающие успевают заметить, что 
он болен. Наблюдается неустойчивость позы и походки и часто 
голоса, а также рук и глаз. Первые признаки — неустойчивость 
позы с ограниченным тремором, спотыкание и расстройство по¬ 
ходки. Дисартрия начинается в ранней стадии, и с развитием 
болезни речь постепенно нарушается. Движения глаз атактич- 
ны, но настоящего нистагма не наблюдается. В ранней стадии 
заболевания часто появляется конвергентный стробизм, который 
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сохраняется и в последующем. Тремор напоминает вначале ги¬ 
перчувствительность к холоду: наблюдается нерегулярная дрожь. 
Некоординированность движений начинает развиваться с ног и 
затем распространяется на руки. Больные в вертикальном поло¬ 
жении часто топают ногами, как будто они злятся. При попыт¬ 
ке сохранять равновесие в стоячем положении пальцы ног за¬ 
хватывают и скребут землю. В самом начале болезни хорошим 
диагностическим признаком является неспособность больного 

26 в акав № 1131 
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Рис. 33.4. Возрастное и половое распределение первых 1276 больных куру, об¬ 
следованных на начальном этапе изучения куру. Самый молодой больной за¬ 
болел в возрасте 4 лет и умер в 5 лет. В последние годы с исчезновением забо¬ 
левания у молодых (никто из родившихся после прекращения каннибализма в 
данной деревне не умер от куру) возрастное и половое распределение пол¬ 
ностью изменилось. 


Рис. Зв.5. Открытие куру совпало с пиком «эпидемии». Вверху. Смертность 
от куру выражена числом смертей на 1 тыс. человек в год в каждой племен¬ 
ной группе в районе встречаемости куру в 1957—1959 и 1961—1963 годах. 
Величины над каждым названием относятся к 1957—1959 гг., а под ним — 
к 1961—1963 гг. Внизу. Соотношение мужчин и женщин в каждой из племен* 
ных групп в районе куру в 1958 и 1962 гг. Два набора величин для перифе¬ 
рических групп соответствуют этим соотношениям внутри и за пределами 
района куру. Величины над каждым названием относятся к 1958 г., а под ним— 
к 1962 г. В эти начальные годы исследования куру заболевание, поражающее 
преимущественно женщин, вызывало увеличивающееся нарушение соотношения 
полов. 
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Рис. ЗЗ.б. Вверху. Суммарная смертность от куру у мужчин и женщин по го¬ 
дам, начиная с открытия куру в 1957 г. до 1982 г. За 26-летний период обсле¬ 
дования от куру умерло более 2500 больных. При этом число больных медлен¬ 
но снижалось до одной десятой от величины, зарегистрированной в начале изу¬ 
чения. Заболеваемость у мужчин существенно снизилась только в последние 
несколько лет, в то время как у женщин она начала снижаться примерно на 
10 лет раньше. Это снижение происходило по мере перехода от культуры ка¬ 
менного века, для которой характерен каннибальский траурный ритуаа, 
к современному обществу с денежной экономикой, в котором население зани¬ 
мается разведением кофе. Поскольку ткани мозга, которые поедали совершаю¬ 
щие обряд, содержали более 1 млн. инфекционных доз в 1 г, внедрение возбу¬ 
дителя через глаза, нос, кожу а также рот происходило каждый раз, когда 
съедали умершего от куру. Снижение заболеваемости началось после прекра¬ 
щения каннибализма в период с 1957 по 1962 г. в различных деревнях. Внизу: 
смертность от куру по возрастным группам с 1957 по 1982 г. Заболевание ис¬ 
чезло в самой младшей возрастной группе (0—9 лет) примерно на 10 лет рань- 
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стоять на одной ноге в течение нескольких секунд. На первой 
стадии большинство больных продолжают работать в саду, вы¬ 
полняют свои обычные обязанности и принимают активное уча¬ 
стие в общественной жизни деревни. В поздней фазе первой ста¬ 
дии, чтобы ходить по деревне без посторонней поддержки, они 
обычно используют палку (рис. 33.8). 

Вторая, сидячая, стадия наступает тогда, когда больной уже 
не может ходить без поддержки. Тремор и атаксия становятся 
сильнее и переходят в ригидность рук и ног, связанную с обшир¬ 
ным клонусом, или иногда в ударообразные подергивания мышц 
и грубые атетоидные и хореоидные движения, особенно когда 
больной дает преувеличенную реакцию на неожиданное измене¬ 
ние положения тела, а также при неожиданном звуке или 
вспышке света. Глубокие сухожильные рефлексы обычно нор¬ 
мальные; рефлекс Бабинского отрицательный. Обычно наблю¬ 
дается клонус лодыжки, часто бывает коленный клонус. Хотя 
мышечная активность поддерживается плохо, фасцикуляции, ре¬ 
альной слабости мышц или атрофии не наблюдается. Характер¬ 
на эмоциональная нестабильность, приводящая к взрывам па¬ 
тологического смеха, причем она иногда проявляется даже на 
начальной стадии болезни; улыбка и смех затухают медленно. 
Это дало повод для неудачных журналистских синонимов 
болезни. Большинство больных легко смиряются со своим положе¬ 
нием и спокойно, на грани с эйфорией, относятся к своей болез¬ 
ни. Некоторые больные, особенно подростки и молодые мужчи¬ 
ны, впадают в депрессию; иногда больные проявляют болезнен¬ 
ную воинственность, когда их беспокоят члены семьи или 
окружающие. Обычно отмечают замедление умственной дея¬ 
тельности, однако глубокая деменция в явном виде отсутствует. 
Изменения чувствительности не наблюдается. Глазное дно без 
изменений. 

На третьей, конечной, стадии больной неспособен сидеть без 
поддержки, а атаксия, тремор и дисартрия становятся более 
сильными, приводя к утрате трудоспособности. Сухожильные 
рефлексы могут усилиться. Появляется хватательный рефлекс, 
а некоторые больные обнаруживают характерные экстрапира- 


ше, чем в группе 10—19-летних; в свою очередь в последней возрастной груп¬ 
пе это заболевание исчезло на 10 лет раньше, чем в группе 20—29-летних. 
В настоящее время это заболевание почти полностью исчезло, и никто в воз¬ 
расте до 25 лет не заболел куру за последние 5 лет. Число взрослых больных 
снизилось более чем до 1/10 величины, наблюдавшейся на раннем этапе на¬ 
блюдений. Это изменение распределения заболеваемости куру может быть 
объяснено прекращением каннибализма в конце 1950-х гг. Ни один ребенок 
из рожденных после прекращения в данной деревне каннибализма не заболел 
куру. 
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Рис. 33.7. Распределение смертей от 
куру по возрастам и полам в 1957— 
1981 гг. (периоды по 5 лет). Видно 
исчезновение заболевания сначала у 
4—9-летних (заболеваний до 4 лет не 
наблюдалось) и затем у 10—19-лет- 
них. Никто моложе 25 лет не умер от 
куру начиная с 1978 г. Сейчас самому 
молодому среди живущих больных — 
30 лет; м — мужчины, ж — женщины. 


мидные нарушения позы и дви¬ 
жений. Наконец, наступает не¬ 
держание мочи и кала, а дис- 
фагия ведет к жажде и исто¬ 
щению от голода. Появляется 
вялость и развиваются призна¬ 
ки бульбарного процесса; боль¬ 
ной перестает говорить и не ре¬ 
агирует на внешний мир. На 
этой стадии появляются глубо¬ 
кие пролежни, изъязвления, 
начинается гипостатическая 
пневмония, и больной погиба¬ 
ет. К моменту гибели он обыч¬ 
но истощен, однако иногда, ког¬ 
да смерть наступает быстро, 
истощения не наблюдается. 

Морфологическая картина 

За пределами ЦНС какой- 
либо патологии не наблюдает¬ 
ся. Не отмечено также значи¬ 
тельных повреждений мозга, за 
исключением атрофической це¬ 
ребеллярной дегенерации у 
многих больных. При куру 
широко распространены изме¬ 
нения в нервной системе, кото¬ 
рые характеризуются заметной 
пролиферацией и гипертрофией 
астроцитов по всему мозгу, 
умеренным спонгиозным пере¬ 
рождением серого вещества, 
ди ффузной дегенер ацией ней¬ 
ронов, которая наиболее выра¬ 
жена в мозжечке и его аффе- 
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Рис. 33.8. Две женщины, больные куру на такой стадии, когда они нуждают¬ 
ся в одной или двух палках для поддержки, но все еще способны выходить в 
поле на работу. Заболевание быстро прогрессирует, вплоть до смерти, в тече¬ 
ние менее года с момента начала. 

рентных и эфферентных пучках, и слабо выраженной демиели- 
низацией, которая, хотя и не очень отчетливо видна на срезах, 
окрашенных на миелин, может быть выявлена по наличию ней¬ 
трального жира. Кроме того, примерно в трех четвертях случаев 
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Рис. 33.9. А — Е. Сравнение спонгиозных изменений при скрейпи у овец (Л), 
куру у человека (В) и БКЯ у человека (Д) и соответственно при эксперимен¬ 
тально полученных заболеваниях у мышей для скрейпи (Б) и у шимпанзе для 
куру (Г) и БКЯ ( Е ). Окрашивание гематоксилином и эозином. Ж — М. Срав¬ 
нение астроглиоза при скрейпи у овец (Ж), куру у человека (И) и БКЯ у че¬ 
ловека- (Л) и соответственно при экспериментальных заболеваниях у мышей 
для скрейпи (3) и у шимпанзе при куру (К) и БКЯ (АО- Окраска золотом 
по Кажалу. 

обнаруживаются содержащие амилоид и обладающие двойным 
лучепреломлением бляшки, которые окрашиваются при обра¬ 
ботке реагентом Шиффа с надиодной кислотой. В цитоплазме 
больших нейронов полосатого тела обычно образуются вакуоли. 
Спонгиозное перерождение является результатом не внутри¬ 
клеточного отека, а скорее слияния вакуолей в пре- и постси¬ 
наптических отделах нейрона и в меньшей степени в астроцитах 
и олигодендроцитах (рис. 33.9) [16—20, 121, 124, 126]. 
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В ультраструктурных исследованиях обнаружено слияние 
клеток, с утратой клеточной стенки между нейронами или меж¬ 
ду нейронами и соседними глиальными клетками, а также обра¬ 
зование двуядерных нейронов и нейронов с многодольными яд¬ 
рами; в раннем инкубационном периоде у экспериментальных 
животных наблюдается амитотическое деление клеток [17, 121, 
125, 152]. Вакуоль ограничивает аномальная плазматическая 
мембрана, состоящая более чем из трех слоев, характерных для 
нормальных плазматических мембран [18, 125]. 


Клинико-лабораторные наблюдения 

В лабораторных исследованиях куру, так же как в исследо¬ 
ваниях ее клиники и патологии, не удалось обнаружить класси¬ 
ческой картины инфекционного заболевания. Помимо того, что 
эта болезнь протекает без лихорадки (за исключением сопутст¬ 
вующей или терминальной инфекции), отсутствуют изменения 
в мазках периферической крови, отсутствует плеоцитоз, не по- 
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вышаются уровень белка в СМЖ и индекс реакции осаждения 
эритроцитов (РОЭ). Все это не согласуется с представлением об 
инфекционном заболевании. Не наблюдается также изменений 
в почечной и печеночной функциях, а тесты на эндокринную 
систему остаются в норме [61, 63, 80, 81, 194]. 


Эпидемиология 

С самого начала исследования куру в 1956 г. и до настоя¬ 
щего времени обследовано в общей сложности более 2500 слу¬ 
чаев. Все они закончились смертью в течение 2 лет, с несколь¬ 
кими исключениями, в которых была отмечена большая про¬ 
должительность заболевания. Смертность от куру непрерывно 
снижалась на протяжении последних 25 лет, и в настоящее время 
болезнь не встречается у детей, подростков и молодых взрослых. 
Когда исследования только начинались, ежегодно умирало бо¬ 
лее 200 больных, но теперь эта величина составляет 10—15 боль¬ 
ных, все в возрасте >30 лет. Тщательному осмотру подверга¬ 
ется все население во всех деревнях два раза в год (рис. 33.6 
и 33.7) ,[4—6, 57, 69]. 

Эпидемиологические наблюдения не выявили заразности 
куру. Никто из приезжих не заболел после пребывания в районе 
распространения куру. Однако отмечены случаи заболевания 
среди лиц, длительное время отсутствовавших в этом районе, 
например уезжавших на учебу или работу. Эти лица всегда про¬ 
исходили из семей, в которых ранее регистрировалось куру. Не 
наблюдали случаев куру среди аборигенов в других районах 
Новой Гвинеи, питавшихся и проживавших совместно с лицами 
из района распространения куру, которые, пребывая вне этого 
района, находились в инкубационном периоде заболевания. Уже 
довольно давно, со времени установления административной 
власти примерно четверть столетия назад, в районе встречаемо¬ 
сти куру проживают сотни аборигенов из других районов Новой 
Гвинеи и с окружающих Меланезийских островов и лиц европео¬ 
идной расы. Несмотря на многие тысячи человеко-лет тесного 
контакта этих иммигрантов с флорой, фауной, пищей и людьми 
в этом районе, среди них не отмечено ни одного случая куру. 
В периферийных районах с низкой заболеваемостью на севере 
и северо-западе района куру те немногие случаи, которые имели 
место, были представлены либо иммигрантами из районов с вы¬ 
сокой заболеваемостью куру, либо их потомками, хотя эти лица 
составляют лишь небольшую часть населения в периферийных 
деревнях с низкой заболеваемостью. 

Вскоре после открытия куру больных в самой ранней стадии 
болезни изолировали за пределы района куру и помещали на 
обычную больничную диету; несмотря на это, их болезнь про- 
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грессировала обычным путем и заканчивалась смертью. То же 
происходило с лицами, которые надолго покидали район куру 
и никогда более туда не возвращались. 

Образ жизни населения в районе куру и в окружающих, сво¬ 
бодных от куру районах сходен; соотношение женщин, детей 
и домашних животных, содержащихся в женских хижинах, у них 
одинаково. Основные домашние животные в горных районах 
Новой Гвинеи — свиньи, причем их содержание не имеет каких- 
либо особенностей в районе куру. Они не болеют никакими бо-' 
лезнями, не встречающимися за пределами этого района. Взрос¬ 
лые мужчины, которые составляют наименее подверженную за¬ 
болеванию куру группу, питаются вместе с женщинами и деть¬ 
ми, т. е. рацион питания у них один и тот же. В рационе Форе 
не было каких-либо элементов, не встречающихся в том же ко¬ 
личестве в соседних районах, где куру не встречается. Эндокан¬ 
нибализм как обряд уважения к покойным не ограничен дерев¬ 
нями, в которых было распространено куру. 

Механизм распространения куру, без сомнения, связан с ри¬ 
туальным каннибальским обрядом, при котором папуасы 
употребляли в пищу внутренние органы умерших родственни¬ 
ков в знак траура и уважения к ним. Они производили вскрытие 
трупов голыми руками и потом их не мыли, вытирали руки 
о тело и волосы, расчесывали раны и места укусов насекомых, 
вытирали глаза и носы детям и ели руками. Расчесывание зара¬ 
женными ногтями зудящих чесоточных повреждений кожи и 
лишаев могло приводить к многочисленным внутрикожным и 
более глубоким инокуляциям [4—6, 57, 63, 64, 69, 92, 122, 129]. 

Растертые ткани мозга, которые они руками запихивали в 
бамбуковые цилиндры, имели инфекционность при разведении 
ІО -7 или выше. Эти ткани обладали инфекционностью даже при 
периферическом заражении и интрацеребральное их введение 
было не обязательно [72]. Путем скармливания мозга больных 
куру удалось заразить беличьих обезьян [86]. Прогревание тка¬ 
ней мозга и других внутренних органов на пару в бамбуковых 
трубках на высоте 6000—7500 фут (1830—2300 м) над уровнем 
моря соответствует их температуре не выше 95 °С. Этого недо¬ 
статочно для полной инактивации многих возбудителей, особен¬ 
но таких термостабильных, как возбудитель куру. Женщины и 
дети, толпящиеся вокруг них или находящиеся у них на руках, 
подвергались большему риску заражения, чем мужчины, кото¬ 
рые передоверяли проведение этого обряда женщинам. Муж¬ 
чины редко ели мясо умерших жертв куру. Куру заражались 
все дети, которые находились в близком родстве с умершим от 
куру и матери которых принимали участие в каннибалистиче- 
ском ритуале. Мальчик мог избежать заражения в том случае, 
если до того момента, когда он покидал женскую хижину и пе- 
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Рис. 33.10. Передача куру в опытах на шимпанзе, показывающая широкое ис¬ 
пользование на ранних этапах этого редкого и исчезающего вида и значитель¬ 
ное сокращение использования шимпанзе после четвертого пассажа. К этому 
моменту мы обнаружили, что вместо шимпанзе можно использовать обезьян 
Нового Света, хотя у них инкубационные периоды гораздо более длительные. 
Как показано в опытах, агент не способен проходить через фильтры с диамет¬ 
ром пор 100 нм или меньше. Классическая реакция нейтрализации вируса (с 
использованием всего 10 инфекционных доз вируса) и сывороток от больных 
куру или шимпанзе, зараженных куру, или антисывороток, приготовленных им- 
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мунизацией кроликов и шимпанзе суспензией мозга больных куру, дает отри¬ 
цательный результат. Вирус не обнаружен в почках, селезенке и лимфатиче¬ 
ских узлах. При интрацеребральном введении суспензия мозга шимпанзе имеет 
титр более 10 -6 , но при периферическом введении при разведении ІО -5 она не 
вызывает заболевания. На третьем пассаже (слева) суспензии печени, селезен¬ 
ки и почки при интрацеребральном введении вызывают заболевание, в то вре¬ 
мя как их фильтраты после пропускания через фильтры с диаметром пор 
100 нм не вызывали его. Животное третьего пассажа, получившее материал 
того и другого типа, заболело. 
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реходил жить в мужскую, он не имел родственника, умершего 
от куру. Однако девочки не имели такой возможности [4—6, 57, 
63,69,92, 122, 129]. 

Этиология 

Первоначально из-за высокой частоты встречаемости куру 
считалось эпидемическим инфекционным заболеванием [57, 64, 
69]. Однако перечисленные ниже признаки заставили рассмат¬ 
ривать его скорее как дегенеративный, а не инфекционный про¬ 
цесс. К этим признакам относятся отсутствие лихорадки или 
предшествующего острого заболевания, отсутствие плеоцитоза 
или повышения уровня белка в СМЖ, отсутствие изменений в 
абсолютном или дифференциальном показателе числа лейкоци¬ 
тов или РОЭ периферической крови, отсутствие изменений в мо¬ 
че, полное отсутствие нейропатологических изменений, указы¬ 
вающих на воспаление, например периваскулярное вздутие, 
окружение мононуклеарными клетками или инфильтрация ими 
паренхимы мозга. Далее было отмечено также, что лицам, ко¬ 
торые находились в течение многих лет в тесном контакте с 



Рис. 33.11. А. Шимпанзе с отсутствующим выражением лица и отвисшей ниж¬ 
ней губой — очень ранними признаками куру, предшествующими всем другим 
тяжелым неврологическим симптомам. У большей части животных этот при¬ 
знак появляется за много недель и даже месяцев до того, как становится за¬ 
метным развитие других симптомов куру. Б. Вверху — лицо зараженной куру 
шимпанзе на трех последовательных этапах ранней стадии (срисовано с кино¬ 
кадров). Внизу — лицо нормальной обезьяны. 
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Рис. 33.12. Шимпанзе на ранней ста¬ 
дии экспериментального куру ест с 
пола без захватывания пищи. Такой 
«пылесосный» тип питания является 
частым признаком заболевания у 
шимпанзе, когда уже заметны тремор 
и атаксия. 



больными, длительное время живущими 'вне района куру (в ка¬ 
честве рабочих на плантациях или студентов), болезнь не пере¬ 
давалась, а прибывшие в район куру иммигранты не заболевали 
даже при тесном контакте с больными [80, 81, 194]. 

Чтобы объяснить все это, была предложена простая генети¬ 
ческая гипотеза: ген куру (К), доминантный у взрослых жен¬ 
щин и изредка пенетрантный у взрослых мужчин, в гомозигот¬ 
ном состоянии ответствен за появление куру у детей. Тогда 
гомозиготное состояние (КК) должно определять заболевание 
у детей обоих полов, а гетерозиготное (Кк)—появление болез¬ 
ни в течение взрослой жизни обычно у женщин, но реже (из-за 
пенетрантности) у мужчин. Данная гипотеза, однако, не объяс¬ 
нила, каким образом ген мог накопиться в столь необычно вы¬ 
сокой концентрации при наличии высокой частоты утраты этого 
гена за счет смерти гетерозиготных лиц, еще находящихся в ре¬ 
продуктивном периоде. Никаких указаний на какие-либо ком¬ 
пенсаторные преимущества в отношении репродуктивных способ¬ 
ностей больных куру получено не было [61, 81]. 

Основываясь на сообщении Клатцо и сотр. [121], в 1959 г. 
Хэдлоу [97] указал на сходство в невропатологии скрейпи у овец 
и куру у человека. Это стимулировало интенсивное сравнитель¬ 
ное изучение двух болезней и возобновление попыток заразить 
куру лабораторных животных [74]. В ходе этих попыток сначала 
животных содержали лишь несколько месяцев после заражения 
и лишь позже наблюдения стали планировать на несколько лет. 
В 1965 г. через 1,5 года после интрацеребрального заражения 
суспензией мозга больного куру заболевание удалось передать 
шимпанзе (рис. 33.10—33.13) [75, 76]. У них были отмечены те 
же признаки патологии, что и у жертв куру [16]. Заболевание 
можно было серийно передавать от шимпанзе к шимпанзе, ис- 
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Рис. 33.13. Пределы движения передних конечностей при ходьбе. Слева. Кар¬ 
тина, характерная для шимпанзе в норме. Справа — для шимпанзе на 2-й ста¬ 
дии экспериментального куру. Количественная оценка была проведена при изу¬ 
чении отдельных кадров кинофильма. 

пользуя суспензии мозга или других внутренних органов боль¬ 
ных животных; суспензии вводили либо интрацеребрально, ли¬ 
бо периферически (внутривенно, внутрибрюшинно, внутримы¬ 
шечно, подкожно) [76]. После интрацеребрального введения 
инкубационный период у шимпанзе варьирует от 14 до 39 мес. 
При втором пассаже он снижается до 10—12 мес и остается та¬ 
ким при последующих пассажах (рис. 33.10) [72]. 

В течение нескольких лет вся работа с куру проводилась на 
шимпанзе — первом виде животных, которому удалось передать 
куру [66, 67, 73, 75, 76]. Оказалось, что к куру восприимчивы и 
другие виды приматов, а именно несколько видов обезьян Но¬ 
вого Света: паукообразная обезьяна ( Ateles sp.), беличья обе¬ 
зьяна ( Saimiri sp.), капуцин ( Cebus sp.) и шерстистая обезьяна 
( Lagothrix sp.) —с более длительным инкубационным периодом, 
чем у шимпанзе [71, 72, 88], и несколько видов обезьян Старого 
Света с еще более длительным инкубационным периодом [88]. 
При первичном заражении тканями мозга либо от больных лю¬ 
дей, либо от шимпанзе, инкубационный период у обезьян Нового 
Света обычно составляет 2 года и больше, но при серийных 
пассажах на капуцинах он снижался до <1 года (рис. 33.14) 
[71, 72]. У обезьян Старого Света инкубационный период может 
быть намного длиннее. Нам удалось заразить куру норок и 
хорьков — первых неприматов, которые оказались восприимчи- 
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выми к куру. Вместе с тем около десятка других видов лабора¬ 
торных, домашних и диких животных (неприматов), а также 
птиц оказались невосприимчивыми (наблюдения за ними велись 
в течение многих лет). Мы также передали куру козам, исполь¬ 
зуя суспензию мозга как человека, так и экспериментально зара¬ 
женных обезьян. У коз заболевание напоминает скрейпи. Овцам 
передать куру не удалось [88]. 

Вирус регулярно выделяли из тканей мозга больных куру. 
У обезьян инкубационный период при интрацеребральном вве¬ 
дении варьирует от 1 до 12 лет. Вирусный титр может достигать 
большой величины (>10 8 ИД 50 /г ткани мозга больных или экс¬ 
периментально зараженных животных). В периферических тка¬ 
нях человека или животных, в частности в печени и селезенке, 
вирус обнаруживается только иногда после смерти в намного 
меньших титрах. Кровь, моча, слюна, лейкоциты, СМЖ, молоко, 
плацента и оболочки плода больных куру или животных с экс¬ 
периментальным куру не содержат вируса (рис. 33.10) [67, 72]. 

За время, прошедшее после первых заражений, были про¬ 
ведены многочисленные вирусологические исследования с транс- 
миссибельным возбудителем куру. Куру вызывается вирусом, 
фильтрующимся через мембраны с максимальным размером пор 
220 нм. Возбудитель устойчив при хранении при —70 °С или в лио- 
филизованном состоянии в течение многих лет. Он не инакти¬ 
вируется при длительной обработке при температуре 80 °С и ча¬ 
стично сохраняет инфекционность при прогревании в течение 
30 мин при 100 °С. Как и возбудитель скрейпи, он высокоустой¬ 
чив к УФ, ионизирующей радиации и обработке ультразвуком. 
К обработке формальдегидом и другими вирулицидными ве¬ 
ществами он устойчив в той же степени, что и агент, вызываю¬ 
щий скрейпи. Как и в случае скрейпи, суспензии мозга больных 
куру вызывают слияние клеток, а их лизосомные фракции 
мозга содержат ФСС [70, 147, 148]. 

Никаких серологических тестов на вирус разработать не уда¬ 
лось. Многочисленные попытки обнаружить нейтрализующие, 
преципитирующие или комплементсвязывающие антитела с ис¬ 
пользованием суспензий тканей с высоким титром инфекцион- 
ности в качестве антигена оказались безрезультатными; кроме 
того, испытания сывороток больных куру людей и животных с 
экспериментальным куру, а также кроликов, иммунизирован¬ 
ных тканями мозга больных куру людей и животных в качестве 
потенциальной антисыворотки, дали отрицательный результат. 
В ходе заболевания у 60% больных и у многих эксперимен¬ 
тально зараженных обезьян возникают аутоиммунные антитела 
против (Юнм)-нейрофиламентов аксона [8, 13, 180, 181]. 

Вирус сохраняется in vitro в тканях эксплантированных ку¬ 
сочков мозга шимпанзе, экспериментально зараженных куру, в 
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течение многих месяцев с повторным субкультивированием (или 
без него), причем культивированный таким образом вирус не 
утрачивает своей вирулентности для шимпанзе. Однако транс¬ 
формация зараженных клеток SV40 ведет к утрате инфекцион- 
ности куру. Это, очевидно, происходит из-за того, что трансфор¬ 
мированные клетки удваиваются быстрее, чем вирус [10, 79]. 

ВИРУСНАЯ ДЕМЕНЦИЯ 
(БОЛЕЗНЬ КРЕЙЦФЕЛЬДТА—ЯКОБА) 

Клиническая картина 

Болезнь Крейцфельдта — Якоба (БКЯ) —это редкая, обычно 
спорадически встречающаяся пресенильная деменция, обнаружи¬ 
ваемая по всему миру (рис. 33.17). Вместе с тем примерно в 
10% случаев она имеет семейный характер наследования. Ти¬ 
пичная клиническая картина включает быстро прогрессирующую 
общую деменцию, миоклонус, заметные прогрессивные наруше¬ 
ния моторных функций, а также пароксизмальные вспышки вы¬ 
соковольтных медленных волн на электроэнцефалограмме (ЭЭГ). 
Заболевание обычно имеет летальный исход менее чем через 
1 год после начала [34, 66, 91, 120, 171 —173, 187] (рис. 33.15 и 
33.16). 


Передача 

Болезнь Крейцфельдта — Якоба можно регулярно передавать 
шимпанзе [67, 73, 89], обезьянам Нового и Старого Света [66, 71, 
72]; некоторыми, но не всеми штаммами возбудителя можно 
заражать домашних кошек [66, 88, 95, 152], морских свинок [131, 
133], сирийских хомячков [132] и лабораторных мышей [183, 184]. 
У этих животных патология на клеточном уровне неотличима от 
природного заболевания и экспериментального куру. Инокуля- 



Возраст в момент смерти 


Рис. 33.15. Распределение по возрастам смертей 94 больных БКЯ. Средний 
возраст к моменту смерти составляет 57 лет (показано стрелкой). 
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Продолжительность продромальной стадии 

I 

ВЫі._ U - Ж - ж - 1 - ih 

Продолжительность стгдии с деменциеи/миоклонусом 




Рис. 33.16. Длительность болезни у 94 больных БКЯ. Средняя длительность 
продромальной стадии составляет 3,5 мес (стандартное отклонение (SD) 3,9; 
разброс от 0,5 до 24,0), средняя длительность стадии с деменцией/миоклону- 
сом — 3,9 мес (SD = 4,6; разброс от 0,5 до 36,0), и средняя общая длитель¬ 
ность— 7,3 мес (SD = 7,5; разброс от 1,5 до 55,0). 


ция тканей мозга козам в высоком разведении дает заболева¬ 
ние, неотличимое от скрейпи. Этого не происходит при инокуля¬ 
ции овцам [88]. Поскольку инкубационные периоды и круг 
хозяев у разных изолятов различаются, в настоящее время в 
лабораториях существует множество штаммов вируса БКЯ. 
Штаммы со сходными свойствами могут помочь в выявлении 
случаев заражения от общего источника [88]. 

Поскольку теперь, так же как и для скрейпи, имеется мыши¬ 
ная модель БКЯ [183], удалось провести обширные работы по 
исследованию патогенеза экспериментальной инфекции. Был 
выявлен генетический контроль инкубационного периода и рас¬ 
пределения поражений [117, 119], а также персистентная вире- 
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мия и преимущественная репликация вируса в лимфоцитах низ¬ 
кой плотности [123]. Благодаря использованию штаммов, адап¬ 
тированных к мышам, было четко показано, что вирус БКЯ 
так же устойчив ко многим физическим и химическим агентам, 
как агент скрейпи [116]. 


Спектр клинических синдромов вирусной 
деменции 

Во время изучения круга заболеваний, вызываемых вирусом 
БКЯ, было показано, что разнообразные клинические синдромы, 
включающие деменции в течение среднего и позднего периода 
жизни, представляют собой медленные вирусные инфекции, со¬ 
провождающиеся вакуолизацией нейронов, спонгиозным состоя¬ 
нием серого вещества и астроглиозом [34, 70, 72, 91, 120, 139, 
171—173, 187]. Больным с БКЯ, подтвержденной выделением 
вируса, одновременно (и впоследствии при аутопсии) были по¬ 
ставлены следующие диагнозы: опухоль мозга (глиобластома, 
менингома), отек мозга, болезнь Альцгеймера, прогрессивный 
супрануклеарный паралич, сенильная деменция, удар, синдром 
Кельмайера — Дего [138]. На практике очень важно выявить 
спектр подострых и хронических неврологических заболеваний, 
которые вызываются этим или связанным с этим вирусом. По¬ 
скольку в 14% случаев выявляются амилоидные бляшки, харак¬ 
терные для куру, а во многих других, в дополнение к спонгиоз- 
ному перерождению серого вещества и астроглиозу, обнаружи¬ 
ваются изменения, типичные для болезни Альцгеймера, и по¬ 
скольку иногда наряду с БКЯ проявляются также и иные нев¬ 
рологические расстройства, мы решили обозначать эти наруше¬ 
ния термином «трансмиссибельные вирусные деменции» (ТВД) 
[34, 37, 136, 137]. 


Эпидемиология 

После первой успешной передачи БКЯ [89] мы получили бо¬ 
лее 500 препаратов биопсий или раннего посмертного материала 
тканей мозга при патоморфологически подтвержденной БКЯ; 
вирус удалось передать приматам при введении 218 из этих 
препаратов. У нас имеются клинические данные о более чем 
1000 случаев. Распространенность БКЯ сильно варьирует по 
времени и месту в США и Европе; мы заметили тенденцию к 
более частой постановке диагноза БКЯ в ряде клиник, где вни¬ 
мание к этому заболеванию было привлечено опытами по пе¬ 
редаче синдрома приматам и случайным заражением в ходе 
хирургических операций. Во многих больших городах США, Ев¬ 
ропы, Австралии и Азии распространенность приближалась к 
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одному случаю на 1 млн. человек; ежегодная заболеваемость 
и смертность имели эту же величину, поскольку длительность 
болезни варьирует от 8 до 12 мес [138] (рис. 33.16). В последние 
годы заболеваемость, составляющая по крайней мере один слу¬ 
чай на 1 млн. человек в год, характерна для Австралии, Фран¬ 
ции [31, 32, 39], Швейцарии, Англии [140, 189], Швеции, Финлян¬ 
дии, Израиля [111, 156], Чили [82], Японии, США и многих других 
стран. Мы обратили внимание на иногда встречающееся сбли¬ 
жение во времени и пространстве случаев несемейных заболе¬ 
ваний в небольших населенных пунктах в Израиле [111, 156], 
Чехословакии [141, 142], Венгрии [141], Англии [140, 189], Чили 
[82] и США [138]. Такое географическое и временное группиро¬ 
вание относится, однако, к меньшей части случаев; его нельзя 
объяснить теми 10% случаев, которые имеют семейный харак¬ 
тер. Известны два сообщения о семейном заболевании, когда 
муж и жена умерли от БКЯ с промежутком в несколько лет 
[110]. По данным Каханы и др. [111], в Израиле ежегодная за¬ 
болеваемость варьирует от 0,4 до 1,9 случая на 1 млн. человек 
для различных этнических групп. Эти авторы отмечают, одна¬ 
ко, что заболеваемость среди евреев ливийского происхождения 
примерно в 30 раз превышает заболеваемость среди евреев ев¬ 
ропейского происхождения; другие исследователи связывают 
это превышение с семейным группированием [156]. 

Передача от человека к человеку была зафиксирована у ре¬ 
ципиента, получившего роговицу при пересадке от донора, кото¬ 
рому ретроспективно был поставлен диагноз БКЯ. Заболевание 
наступило через 18 мес после трансплантации, что хорошо соот¬ 
ветствует среднему инкубационному периоду при заражении 
шимпанзе тканями мозга людей, больных БКЯ [55]. Из суспен¬ 
зии мозга больного, погибшего от БКЯ после пересадки рогови¬ 
цы, нам удалось передать заболевание шимпанзе, несмотря на 
то что мозг в течение 7 мес находился в 10%-ном формальде¬ 
гиде [78]. В нескольких случаях подтвержденного диагноза ТВД 
больные были профессиональными донорами крови вплоть до 
появления первых симптомов. До настоящего времени, однако, 
не удалось осуществить передачу ТВД переливанием крови. Мы 
перелили шимпанзе кровь больных БКЯ людей в количестве 
300 мл, и несмотря на это, они остаются здоровыми уже 6 лет. 
Наконец, в связи с обнаружением БКЯ у нейрохирурга, двух 
врачей, дантиста и двух его пациентов [189] встал вопрос о воз¬ 
можном врачебном заражении, особенно в тех случаях, когда 
врач соприкасается с зараженными тканями больного в ходе 
хирургической операции или на вскрытии. 

Впервые Невин и др. [157], а затем и другие исследовате¬ 
ли [58, 138, 140, 189] отметили необычно высокую частоту БКЯ 
у больных, перенесших ранее краниотомию. Этот факт указы- 
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вает на то, что краниотомия либо открывает входные ворота 
для заражения, либо запускает патологический процесс у боль¬ 
ных, находящихся в латентной стадии. Первую возможность 
подтверждает передача БКЯ двум молодым эпилептикам, кото¬ 
рым вживили серебряные электроды, стерилизованные 70%-ным 
этанолом и парами формальдегида после того, как эти элек¬ 
троды использовали для больного БКЯ [23]. Этим двум больным 
вживляли электроды для стереотактической локализации очагов 
эпилепсии во время корректирующей операции. Когда эти же 
электроды, стерилизованные парами формальдегида, были еще 
раз имплантированы шимпанзе, у нее развилась БКЯ [66]. 

Спорадическая болезнь Альцгеймера не передается прима¬ 
там. Этот вывод был сделан в опыте с более 30 образцами тка¬ 
ней мозга больных несемейной формой болезни Альцгеймера. 
Когда эти образцы инокулировали приматам, чувствительным 
к ТВД, они не заболевали. Однако некоторые длительно текущие 
случаи БКЯ невозможно отличить от болезни Альцгеймера без 
невропатологического исследования [34]. Передачу спонгиозных 
энцефалопатий шимпанзе от двух больных семейной формой 
болезни Альцгеймера не удалось воспроизвести в последующих 
экспериментах, а многочисленные попытки передать эту форму 
болезни оказались отрицательными [37, 39]. 

Проявление семейной формы БКЯ 

детерминируется одним аутосомным доминантным геном 

Как удалось показать, несмотря на то что БКЯ вызывается 
вирусом, при семейной форме этой болезни реализуется картина 
работы одного аутосомного гена [136]. БКЯ стала первым ин¬ 
фекционным заболеванием, для которого доказан контроль 
чувствительности и заболеваемости одним геном. Аутосомное 
доминантное поведение болезни в семьях, включая проявление 
болезни в 50% сибсов, доживших до возраста, в котором прояв¬ 
ляется болезнь, показало возможность участия медленных ви¬ 
русных инфекций и в других семейных деменциях. Наличие боль¬ 
ных БКЯ в семьях с хорошо установленной болезнью Альцгей¬ 
мера и семейное заболевание цереброспинальной атактической 
формой БКЯ (синдром Герстманна — Штраусслера), которая 
также трансмиссибельна, привели к возрождению интереса к 
семейным деменциям всех типов [9, 136, 137, 187]. 

Аутоиммунный ответ на (1 Онм)-нейрофиламенты 

Обнаружение у более 60% больных куру и БКЯ очень специ¬ 
фичных аутоиммунных антител исключительно против 
(10нм)-нейрофиламентов — как феномена, проявляющегося в 
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поздней стадии болезни, было первым указанием на иммунные 
процессы, происходящие при подострых спонгиозных энцефало¬ 
патиях [180, 181]. Благодаря этому обнаружению начало раз¬ 
виваться новое перспективное направление в исследовании этих 
заболеваний. Сходство выявленных аутоиммунных антител со 
многими другими аутоиммунными антителами (например, с рев¬ 
матоидным фактором или антителами анти-ДНК при системной 
красной волчанке и с противотироглобулиновыми антителами 
при тироидите Хашимото) заключается в том, что и те и дру¬ 
гие иногда встречаются у нормальных индивидуумов, причем 
чаще у близких родственников больных. Хотя эти антитела об¬ 
наруживаются у примерно половины всех больных ТВД, у боль¬ 
ных классической формой БКЯ они встречаются реже, чем в 
40% случаев. Они появляются и при других заболеваниях се¬ 
рого вещества, в том числе при болезнях Альцгеймера и Пар¬ 
кинсона, но с гораздо меньшей частотой, чем при БКЯ. В то 
же время они отсутствуют у больных другими аутоиммунными 
болезнями, такими, как системная красная волчанка и хрони¬ 
ческий ревматоидный артрит [13]. 

Аутоиммунный ответ направлен специфически против 200К- 
компонента, который входит в число трех белков, составляющих 
триаду, характерную для (10 нм)-нейрофиламентов, и в меньшей 
степени против 145К- и 70К-компонентов [12]. Некоторые сы¬ 
воротки лучше реагируют с 145К- или 70К-компонентами, а 
сыворотки овец, больных скрейпи, — с 62К-компонентом, связан¬ 
ным с нейрофиламентами [184а, 184Ь]. Антинейрофиламентные 
аутоантитела при БКЯ, куру и скрейпи реагируют также с от¬ 
ложениями нейрофиламентов, возникающими в мозгу крыс при 
введении (3, p -иминодипропионитрила (ИДПН), и с нейрофиб¬ 
риллярными сплетениями при болезни Альцгеймера. 

Предосторожности 

Возможность ятрогенной передачи при «неоканнибаль- 
ских» манипуляциях в современной хирургической практике 
привела к неоправданной панике во многих хирургических и па¬ 
тологоанатомических отделениях. Оказалось, что при обычных 
процедурах стерилизации кипячением, ультрафиолетом или иони¬ 
зирующей радиацией загрязненные возбудителем БКЯ инстру¬ 
менты и поверхности не обеззараживаются. Вирулицидные де¬ 
зинфицирующие вещества, такие, как спирт, эфир, хлороформ, 
ацетон, перекись водорода, формальдегид, глутаральдегид, окись 
этилена, иод, а также вещества, содержащие органический иод, 
соли четвертичных аммониевых оснований, псоралены, соедине¬ 
ния ^нс-диаминодихлорплатины, не полностью инактивируют 
вирус БКЯ и скрейпи. Из-за чрезвычайно высокой устойчивости 
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неканонических вирусов, вызывающих куру и БКЯ у человека 
и скрейпи у животных, к обычным обеззараживающим воздей¬ 
ствиям в клиниках были вынуждены изменить процедуры про¬ 
ведения аутопсий, хирургических операций и манипуляций [14а, 
33, 35, 36, 77, 185, 186]. Для дезинфекции инструментов и зара¬ 
женных поверхностей рекомендуется автоклавирование при 
6,7 атм в течение 1 ч и использование 5%-ного гипохлорита или 
0,1 н. NaOH. 

Вопрос устойчивости к инактивации очень важен в случае 
вакцины против гепатита В, которую готовят из антигена, полу¬ 
чаемого из сыворотки добровольцев; некоторые из этих добро¬ 
вольцев могут находиться в инкубационном периоде БКЯ. Как 
показано в нашей недавней работе, посвященной вариациям 
круга хозяев у различных штаммов возбудителя БКЯ, даже 
для опытов на шимпанзе требуются десятки лет, чтобы выяс¬ 
нить этот вопрос. Таким образом, хотя проверка на безопасность 
проводилась и побочных реакций не обнаружено, теоретически 
возможно, что вирус медленной инфекции все же присутствует 
в вакцине. Как показано на приматах, в случае периферического 
введения возможны нерегулярные заражения, но с очень дли¬ 
тельными инкубационными периодами — более десяти лет [88]. 
Инфекционная природа скрейпи была повторно открыта в Анг¬ 
лии в 30-е годы, когда формалинизированной вакциной против 
вертячки овец (шотландского энцефалита), полученной из мозга 
овец, больных скрейпи, заразили 18 000 британских овец в ста¬ 
дах, ранее не имевших случаев скрейпи. 

Таким образом, хотя присутствие возбудителя БКЯ в вак¬ 
цине против гепатита В не доказано, эта опасность полностью 
утратит свое значение лишь при использовании вакцин из источ¬ 
ников, исключающих человеческое происхождение (например 
вакцин, приготовленных с использованием рекомбинантной 
ДНК). 


Терапия 

О выздоровлении или ремиссиях при БКЯ сообщений нет, 
хотя в 5% случаев с особенно длительным течением болезни 
трудно или даже невозможно до самой смерти отличить БКЯ 
от болезни Альцгеймера [34, 37]. При БКЯ и куру испытывали 
многие химиотерапевтические средства, но все они не давали 
эффекта. При экспериментальном заражении животных были 
предприняты более широкие попытки применения химиотерапии. 
С целью повлиять на инкубационный период препараты вводили 
до наступления симптомов. Однако и эти попытки были безу¬ 
спешными [30]. 
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СКРЕЙПИ 

Клиническая картина 

Болезнь скрейпи — это хроническая летальная атаксия овец 
и коз (реже). Она широко распространена в Европе, Азии и 
Америке (рис. 33.18). После того как болезнь была завезена с 
овцами, импортированными из Англии в Австралию, Новую Зе¬ 
ландию и Южную Африку, ее удалось ликвидировать путем 
изоляции зараженных отар. В Европе овцеводам это заболева¬ 
ние знакомо более двух столетий [40, 175—177], причем уже дав¬ 
но известно, что в здоровых отарах оно появляется только пос¬ 
ле включения в них отар, пораженных скрейпи. Для больных 
животных характерны атаксия, тремор, слабость и часто силь¬ 
ный зуд, который заставляет их чесаться о любой попадающийся 
им на дороге предмет — отсюда происходит название «скрейпи» К 
Во Франции болезнь называют tremblant (трясучка), в Ислан¬ 
дии — rida [179]. 

История передачи 

1899 г. Бенуа заразил овцу инокуляцией ткани мозга другой 
овцы, больной скрейпи [24]. Правда, инкубационный период за¬ 
раженной овцы, составивший 6 мес, свидетельствует скорее о 
спонтанном скрейпи, чем об экспериментальном, так как в по¬ 
следнем случае он равен одному году. В 1936 г. Квийе и Шель 
подтвердили передачу скрейпи от овцы к овце и показали, что 
его возбудитель проходит через фильтр и обладает другими ви¬ 
русоподобными свойствами [44]. Серийное экспериментальное 
заражение путем инокуляции тканей мозга или других внутрен¬ 
них органов проводили в нескольких лабораториях, используя 
овец различных пород [179]. Восприимчивость зависела от поро¬ 
ды животных, причем козы были всегда восприимчивы с инку¬ 
бационным периодом, редко превышающим 1 год ,[74, 98, 162]. 
Наконец, серийно передающаяся энцефалопатия была получена 
у мышей лишь двадцать лет назад. При этом использовали мозг 
экспериментально зараженной козы [41, 42] или мозг естественно 
зараженной овцы [155]. В настоящее время об агенте скрейпи, 
адаптированном к мышам и хомячкам, известно намного боль¬ 
ше, чем о вирусах, которые вызывают болезни человека [36, 38, 
43, 46—48, 56, 59, 74, 94, 96, 114, 135, 160—170]. 

Эпидемиология 

Несмотря на то что скрейпи изучали дольше и интенсивнее, 
чем какие-либо другие заболевания этой группы, механизм его 
распространения в природе остается невыясненным. Оно может 


1 От англ, to scrap — скрейпи. — Прим, перев. 





Рис. 33.18. Распределение скрейпи по всему миру у овец (по данным, предоставленным д-ми Дж. Харриганом и Клингспор- 
ном из Отдела сельского хозяйства США). Хотя в СССР официально не сообщалось о скрейпи, анализ вспышки энце¬ 
фалопатии норок, произошедшей в Финляндии, показал, что инфекционный материал мог быть занесен из СССР (J. Ноиггі- 
gan, личное сообщение). На Ближнем Востоке о скрейпи не сообщалось. 
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передаваться от естественно зараженных овец к незараженным 
овцам и козам, однако в случае экспериментально зараженных 
овец или коз такой латеральной передачи не наблюдали. Овцы, 
козы, мыши и обезьяны могут быть экспериментально заражены 
пероральным путем [86]. По-видимому, заболевание передается 
от овец к ягнятам даже без кормления; вероятно, достаточно 
контакта ягненка с больной овцой при рождении, так как ин- 
фекционна сама плацента [158]. Не решен вопрос о возможности 
трансплацентарной передачи, а также передачи в течение пери¬ 
натального периода через рот, нос, глаза и кожу. Хэдлоу и 
др. [99] показали, что впервые вирус скрейпи появляется у моло¬ 
дых ягнят обычно в возрасте 10—14 мес в миндалинах, надгло¬ 
точных и мезентериальных лимфатических узлах и слизистой 
кишечника; это указывает на алиментарный путь заражения. 
Взрослые овцы заражаются только при более длительном кон¬ 
такте с больными животными; однако известны случаи, когда 
восприимчивые овцы заболевали после пребывания на пастби¬ 
щах, которые раньше были заняты больными овцами. 


Патология и патогенез 

Природное заболевание скрейпи у овец характеризуется на¬ 
личием вакуолизированных нейронов и обширным астроглиозом, 
в то время как при экспериментально полученном заболевании 
нейронная вакуолизация развивается до выраженного спонгиоз- 
ного состояния [19, 22, 195]. У овец амилоидные бляшки встре¬ 
чаются редко, а у мышей их появление зависит от штамма ви¬ 
руса скрейпи и породы животных [38, 59]. 

Изменения плазматической мембраны, наблюдаемые при 
ультраструктурных исследованиях пораженного скрейпи мозга 
[18, 54, 125, 126], породили спекуляции о том, что вирус скрейпи 
может служить аномальной матрицей для укладки мембраны. 
При исследовании мембран методом замораживания — скалы¬ 
вания у мышей, зараженных скрейпи, никаких признаков при¬ 
сутствия вирионов или провирусов не обнаружено [54]. Суспензии 
мозга, содержащие вирус скрейпи, вызывают слияние клеток. 
Однако аналогичное слияние клеток вызывается иногда суспен¬ 
зиями мозга от больных, страдающих другими дегенеративными 
заболеваниями, а иногда и суспензиями нормального мозга. Тот 
факт, что это слияние стимулируется суспензией мозга хомяч¬ 
ков в раннем инкубационном периоде, когда еще нет заметной 
вакуолизации, оживил интерес к этому явлению [153, 154]. На¬ 
конец, найдены ретровирусы [7, 28, 29, 84], которые вызывают 
вакуолизацию и спонгиозную энцефалопатию мозга диких мы¬ 
шей, напоминающую аналогичные признаки при скрейпи. 
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Рис. 33.19. Скрейпи была передана трем видам обезьян Нового Света и двум 
видам обезьян Старого Света. Л. Передача вируса скрейпи из мозга зараженной 
овцы суффолкской породы (С506) в Иллинойсе макаку-циномольгусу и от чет¬ 
вертого пассажа штамма этого вируса на мышах двум беличьим обезьянам и 
паукообразной обезьяне. Инкубационный период для макаков-циномольгусов 
составил 73 мес, беличьих обезьян — 31 и 33 мес и паукообразных обезьян — 
74 мес. Шимпанзе, зараженный примерно 200 месяцев назад этим штаммов ви¬ 
руса скрейпи, остается здоровым. Макак-резус, зараженный суспензией мозга 
овцы, умер от посторонней инфекции через 187 мес после заражения без пато- 
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логических изменений в мозгу. Б. Передача штамма скрейпи, адаптированного 
к мышам (американский штамм 434-3-897), беличьей обезьяне через 38 мес 
после интрацеребрального введения суспензии мозга мыши, зараженной скрей¬ 
пи и содержащей ІО 7 - 3 инфекционных единиц в 1 мл. У заболевших животных 
появляются признаки атаксии, тремора и расстройства координации; заболе¬ 
вание подтверждается гистологически. В. Первичная передача вируса скрейпи, 
адаптированного к козам (английский штамм Комптон), беличьей обезьяне и 
мышам и передача вируса скрейпи, адаптированного к мышам, двум видам 
обезьян Старого Света и трем видам обезьян Нового Света. Числа в скобках 
показывают время после введения, в течение которого животные оставались 
клинически здоровыми; инк — инкубационный период, прод — продолжитель¬ 
ность болезни. 
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Генетический контроль инфекционности 

Полевые и лабораторные исследования показывают, что су¬ 
ществует генетический контроль появления болезни у овец [74, 
162]. У мышей обнаружен генетический контроль длительности 
инкубационного периода и анатомического распределения по¬ 
вреждений, которые также зависят от штамма агента скрейпи 
[38, 46—48, 117]. В нашей лаборатории скрейпи удалось пере¬ 
дать пяти видам обезьян; при этом использовали суспензию 
мозга естественно зараженных овец и экспериментально зара¬ 
женных коз и мышей (рис. 33.19). Возникшая болезнь по клини¬ 
ческим и патоморфологическим признакам была неотличима от 
экспериментальной БКЯ в этих видах [87, 88]. Попытка передачи 
скрейпи шимпанзе была безуспешной. 


Вирус скрейпи 

Вирус скрейпи частично очищен седиментацией в градиенте 
плотности [178], причем более эффективно очистку осуществляют 
в присутствии детергента [160]. Инфекционная активность скрей¬ 
пи легко осаждается при ультрацентрифугировании. Осажден¬ 
ный, промытый и ресуспендированный вирус подвергают равно¬ 
весному центрифугированию в градиентах хлористого цезия, 
сахарозы или метризамида с образованием зоны с высокой ин- 
фекционностью. Равновесное центрифугирование вируса скрейпи 
из суспензии мозга мыши в градиенте сахарозы дает широкие 
пики инфекционности с плотностями от 1,14 до 1,23 г/мл. 

При электронно-микроскопическом исследовании фракций с 
высокой инфекционностью (ІО 7 или ІО 8 ЛДбо/мл) выявляются 
только гладкие везикулярные мембраны с остатками рибосом 
и митохондрий и не видно никаких структур, напоминающих ви- 
рионы. Лизосомные гидролазы (N -ацетил-р-О-глюкозаминида- 
за : р-галактозидаза и кислая фосфатаза) и митохондриальный 
маркерный фермент (INT -сукцинатредуктаза) имеют макси¬ 
мальную активность не во фракциях, обладающих максималь¬ 
ной инфекционностью, а во фракциях с меньшей плотностью [178]. 
Электронно-микроскопическое исследование мозга и селезенки 
зараженных животных, содержащих высокий титр вируса, не 
позволило четко выявить вирусоподобные структуры, хотя у за¬ 
раженных мышей (но не у зараженных хомячков) наблюдается 
накопление частиц в пресинаптических окончаниях [15, 54]. 

Рохвер и Гайдушек добились 1000-кратной очистки вируса 
в расчете на другие белки исходной суспензии мозга [170]. В та¬ 
ких препаратах вирус чувствителен к протеиназе К и трипсину 
и не чувствителен к нуклеазам. Попытки обнаружить в вирусе 
скрейпи нуклеиновую кислоту нехозяйского происхождения пу- 




Неканонические вирусы 425 


тем исследования гомологии [26], трансфекции [27] и инактива¬ 
ции нуклеазами [105] были безуспешными. 

Идентифицирован скрейпи-специфический белок с мол. мас¬ 
сой ~30К. Он оказался очень гидрофобным и склонным к агре¬ 
гации [163, 164]. Прузинер и сотр. [161] называют его «белком 
приона», он агрегирует с образованием фибрилл, напоминающих 
ФССМерц [147—151] (рис. 33.1). Эти фибриллы сходны с фиб¬ 
риллами амилоида и по форме, и по характеру окрашивания 
(рис. 33.2) [163]. Антитела к «белку приона» реагируют с «прио- 
новыми палочками» (ФСС) из тканей мозга, зараженного скрей- 
пи, куру и БКЯ, а также с амилоидными отложениями в тка¬ 
нях мозга зараженных скрейпи хомячков ([24а]. 

Для инактивации вируса скрейпи УФ-светом характерно 
6-кратное повышение его чувствительности при 237 нм по срав¬ 
нению с 254 или 280 нм и 50-кратное при 220 нм. Это нетипич¬ 
ное поведение нельзя рассматривать как доказательство отсут¬ 
ствия у агента скрейпи генетической информации в форме 
нуклеиновой кислоты. Латарже и др., например, обнаружили 
сходную устойчивость к ультрафиолету и сходный спектр дей¬ 
ствия ультрафиолета у микросом. Устойчивость к ультрафиоле¬ 
ту сильно зависит от размера РНК, что показано на примере 
высокой устойчивости очищенной очень маленькой РНК вируса- 
сателлита вируса некроза табака (~80К) [1—3, 90, 100, 127, 128]. 

Неканонические вирусы обладают рядом свойств, сближаю¬ 
щих их с классическими вирусами (табл. 33.3), причем некото¬ 
рые из этих свойств указывают на более сложные генетические 
взаимодействия между вирусом и хозяином, чем это можно бы¬ 
ло ожидать для генома, имеющего размер всего 100К. При оп¬ 
ределении методом ультрафильтрации их размер составляет 30— 
50 нм. Они являются истинно медленными вирусами, поскольку 
время удвоения вируса скрейпи в хомячках равно 5,2 дня [167]. 

В очищенном состоянии вирус скрейпи устойчив ко всем нук- 
леазам, но инактивируется протеиназой К и другими протеаза¬ 
ми [160, 170]. После обработки формальдегидом, глутаральде- 
гидом, хлороформом, эфиром, ацетоном, дезоксихолатом, иодом, 
органическими дезинфектантами, содержащими иод, фенолом, 
перманганатом калия, перекисью водорода, солями четвертич¬ 
ных аммониевых оснований, псораленами і[145] и соединениями 
цис-диаминодихлорплатины (Р. Brown, неопубликованные дан¬ 
ные) остается заметная остаточная инфекционность. Вместе 
с тем, как это ни удивительно, 5%-ный гипохлорит и 0,1 н. гид¬ 
роксид натрия являются в этом случае очень эффективными 
дезинфектантами. Вирус скрейпи обратимо инактивируется хао- 
тропными ионами, такими, как тиоцианат, гуанидиний, и три- 
хлорацетат; ионы аммония предотвращают эту инактивацию 
и могут даже ее обратить (табл. 33.4) [146]. 
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Таблица 33.4. Методы инактивации неканонических вирусов 


Автоклавирование (60 мин, 121 °С, 6,7 атм) 

Гидроксид натрия (0,1—1,0 н.) 

Гипохлорит (хлорокс) (5,0%-ный) 

Фенольная экстракция 

Хлороформ или хлороформ с бутанолом 

Сильные детергенты 

Протеиназа К 

Хаотропные ионы (тиоцианат, гуанидиний, трихлорацетат) 
2-Хлорэтанол 

Перманганат калия (0,002М) 


Высокая устойчивость к инактивации может быть также 
обусловлена склонностью гидрофобных вирусов скрейпи к агре¬ 
гации. При этом наиболее вероятна многоударная кинетика 
инактивации как химическими, так и физическими агентами, а 
не одноударная, свойственная мономерным формам вирусов 
[166, 168, 170]. 

Несмотря на необычную устойчивость значительной субфрак¬ 
ции инфекционных частиц к нагреванию, основная часть частиц 
быстро инактивируется при температуре выше 85°С [167]. Авто¬ 
клавирование (120°С при 6,7 атм в течение 60 мин) полностью 
инактивирует вирус скрейпи в суспензии мозга мышей. При ме¬ 
дицинских процедурах и при обработке материалов от больных, 
зараженных неканоническими вирусами, мы предлагаем исполь¬ 
зовать 0,1—1,0 н. NaOH [33, 35, 36]. 

Субвирусные патогенные агенты известны и в вирусологии 
растений. Чтобы отнести их к вирусам, исследователям прихо¬ 
дится пересматривать и изменять представление о вирусах. К ним 
относится, например, новая группа вироидов, вызывающих 
11 природных заболеваний у растений: веретеновидность клуб¬ 
ней картофеля, карликовость хризантем, экзокортис цитрусовых, 
болезнь Каданг-Каданг кокосовых пальм, хлоротическая крапча¬ 
тость вишни, бледность плодов огурца, карликовость хмеля, сол¬ 
нечные ожоги авокадо, кустистость верхушек томатов, болезнь 
«планта махо» томатов и карликовость лопуха [51, 52, 174]. Все 
вироиды представляют собой маленькие кольцевые РНК, не со¬ 
держащие ни структурного белка, ни мембраны; определена 
нуклеотидная последовательность и вторичная структура всех 
этих РНК. При складывании кольца с образованием дуплекса 
их основания спариваются лишь частично. РНК содержат от 
246 до 574 рибонуклеотидов и реплицируются по механизму 
катящегося кольца, копируя свою последовательность при мно¬ 
гочисленных последовательных оборотах с образованием олиго¬ 
мерных копий, которые затем нарезаются на мономеры или 
иногда на димеры. Эти новосинтезированные молекулы не ис- 
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пользуются для синтеза каких-либо белков. С этой целью вирус 
использует только репликационный аппарат клетки. Австралий¬ 
ские фитопатологи идентифицировали вирусоиды четырех при¬ 
родных болезней (бархатистой крапчатости табака, крапчатости 
Solarium tiodiflorum , преходящей полосатости люцерны и подзем¬ 
ной крапчатости клевера). В дополнение к каноническому гено¬ 
му, состоящему из РНК размером >1000К, они содержат ма¬ 
ленькую кольцевую РНК размером с вироид, которая для своей 
репликации нуждается в присутствии большого генома [174]. 

У исследователей возникло естественное желание сравнить 
этих субвирусных возбудителей с неканоническими вирусами 
[49, 50]. Однако последние отличаются от вироидов растений 
практически по всем признакам [52, 160, 174, 188]. Таким обра¬ 
зом, аналогия между неканоническими вирусами и вироидами 
и вирусоидами оказалась ошибочной; однако субвирусные воз¬ 
будители заболеваний растений заставляют нас помнить о воз¬ 
можности довольно далекого отхода от канонических вирусных 
структур. 

Дельта-антиген инфекционного гепатита — дефектная репли¬ 
цирующаяся частица, имеющая всего 1700 оснований в геноме 
(мол. масса 68К) и требующая для репликации присутствия ин¬ 
фекционного вируса гепатита В, представляет собой еще одну 
интересную аналогию неканоническим вирусам. 

Фибриллы, связанные со скрейпи 

В суспензиях мозга, пораженного скрейпи, Мерц и др. [149, 
150] нашли амилоидоподобные двух- и четырехцепочечные во¬ 
локна, которые увеличивались в количестве по мере возрастания 
титра. В сотрудничестве с Мерц и Вишневски мы обнаружили 
эти структуры в мозгу больных БКЯ и приматов с эксперимен¬ 
тальной БКЯ и куру, но не нашли их в нормальном мозгу и моз¬ 
гу больных другими нейродегенеративными заболеваниями 
(табл. 33.5) [70, 147, 148, 151]. Высказано предположение, что 
эти структуры представляют собой инфекционные агенты скрей¬ 
пи, БКЯ или куру (рис. 33.1) [53, 70, 149, 163]. Они напоминают 
нитчатый бактериофаг fd и нитевидные вирусы растений, кото¬ 
рые имеют примерно такой же диаметр. 

Фибриллы, связанные со скрейпи, можно структурно отличить 
от парных спиральных филаментов при болезни Альцгеймера 
и при паркинсонизме — деменции типа Гуам, а также классиче¬ 
ских амилоидных фибрилл при болезни Альцгеймера и нормаль¬ 
ном старении мозга [147, 148, 151]. Однако сходство перечислен¬ 
ных выше структур очень велико. Моноклональные антитела 
против нормальных нейрофиламентов и аутоиммунные олиго¬ 
клональные антитела больных БКЯ, куру и скрейпи реагируют 
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Синдром приобретенного иммунодефицита (СПИД, сарко- Ретровирус (лентивирус) — Т-лимфотропные вирусы 

ма Капоши) 

Т-клеточный лейкоз Ретровирус (онковирус) — HTLV-I, HTLV-II 
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с нормальными (Ю-нм)-нейрофиламентами и нейрофибрилляр¬ 
ными сплетениями при болезни Альцгеймера, а также с отло¬ 
жениями нейрофиламентов в нейронах крыс, обработанных 
ИДПН. Интересно узнать, реагируют ли эти аутоиммунные ан¬ 
титела или какие-либо моноклональные антитела к нормаль¬ 
ным нейрофиламентам с фибриллами, связанными со скрейпи 
(ФСС), амилоидом в тканях мозга, а также с парными спираль¬ 
ными филаментами при болезни Альцгеймера и нормальном 
старении мозга. Это особенно важно в связи с тем, что Прузи- 
нер [163] сообщил о склонности белка, связанного со скрейпи, 
агрегировать с образованием фибрилл, которые и по структуре, 
и по характеру окрашивания напоминают амилоид. 

Аутоантитела при БКЯ, куру и скрейпи реагируют с нейро- 
филаментами и содержащими парные спиральные филаменты 
нейрофибриллярными сплетениями, обнаруживаемыми при бо¬ 
лезни Альцгеймера и нормальном старении мозга. Но не выяс¬ 
нено, сходны ли какие-либо антигенные детерминанты нейрофи¬ 
ламентов в амилоиде и ФСС, которые выявила Мерц, с белком, 
связанным со скрейпи, который выделил Прузинер. Мы предпо¬ 
ложили, что нарушение аксонного транспорта может вести к 
аномалиям нейрофиламентов (образованию НФС, содержащих 
ПСФ) и появлению амилоидных бляшек — двум аспектам одно¬ 
го и того же нарушения метаболизма и транспорта. И наконец, 
самой радикальной гипотезой можно считать представление 
о том, что неканонические вирусы произошли из генетических 
элементов, кодирующих белки нейрофиламентов и иммуногло¬ 
булины. 

Если ФСС действительно представляют собой вирус скрей¬ 
пи, то в этом случае он служит примером истинно неканониче¬ 
ского вируса животных, даже если он и имеет соответствующие 
аналоги среди бактериофагов и вирусов растений. Однако са¬ 
мый кардинальный вопрос состоит в том, содержит ли при этом 
вирус скрейпи (и куру, и БКЯ) информацию для своей репли¬ 
кации в форме внутренней геномной нуклеиновой кислоты. В том 
случае, если окажется, что он не содержит генома, «романтики», 
которые раньше на основании недостаточных данных развивали 
представление о том, что он является совершенно новой формой 
реплицирующегося микроба — чистым белком (возможно, нейро- 
филаментом, обладающим гомологией с иммуноглобулином) без 
ДНК или РНК, окажутся правы. Более консервативные иссле¬ 
дователи, считающие, что он должен содержать ДНК или РНК 
(хотя доказательств этому пока получить не удается), опира¬ 
ются в своей позиции на основные догмы микробиологии. Они 
также подчеркивают, что доводы, выдвигаемые в пользу аль¬ 
тернативной точки зрения, несостоятельны из-за высокой степе- 
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ни агрегации гидрофобной инфекционной единицы скрейпи и 
недостаточной надежности результатов титрования in vivo на 
мышах и хомячках. 

ЭНЦЕФАЛОПАТИЯ НОРОК 

Трансмиссибельная энцефалопатия норок (ЭН) чрезвычай¬ 
но сходна со скрейпи по клинической картине и патоморфоло¬ 
гическим изменениям. На ранчо в штате Висконсин, где это 
заболевание было впервые обнаружено в 1947 г., норкам скарм¬ 
ливали туши больных скрейпи овец. Заболевание, зарегистри¬ 
рованное на фермах Канады и Финляндии, передается от норки 
к норке при драках животных и каннибализме [101]. Оно неот¬ 
личимо от болезни, развивающейся при экспериментальном за¬ 
ражении скрейпи материалом, взятым от овец или мышей [135]. 

Подобно скрейпи, ЭН передается перорально, однако транс¬ 
плацентарная и перинатальная передача от матери не обнару¬ 
жена. Заболевание было привито белкам, макакам-резусам, 
короткохвостым обезьянам и многим видам неприматов, вклю¬ 
чая овцу, козу и хорька; оно не передается мышам. Потерю па¬ 
тогенности для исходного хозяина наблюдали и при других 
переносах этих вирусов новому хозяину, как, например, при 
пассировании мышиного или овечьего агента скрейпи на норках. 
Аналогичным образом штамм козьего агента скрейпи Комптон 
при пассажах на приматах теряет патогенность для овец. У обе¬ 
зьян заболевание, вызываемое агентом ЭН, неотличимо от экс¬ 
периментального БКЯ. При физико-химическом изучении вируса 
пока не выявилось никаких различий между вирусами ЭН и 
скрейпи [74]. 


СПОНГИОЗНАЯ ЭНЦЕФАЛОПАТИЯ ЛОСЕЙ 
И ОЛЕНЕЙ 

В 1978 г. в стадах Форт-Коллинса, шт. Колорадо было заме¬ 
чено заболевание, названное хроническим истощением одомаш¬ 
ненных оленей. Его клиническая картина и невропатология на¬ 
поминают подострую спонгиозную энцефалопатию скрейпи у 
овец и коз [190]. Это заболевание экспериментально передается 
другим оленям [192]. Бахманьяр и др. [14] показали, что у боль¬ 
шинства оленей образуются амилоидные бляшки. В мозгу по¬ 
раженных болезнью оленей находят амилоидные фибриллы и 
фибриллы, связанные со скрейпи (Р. Merz, личное сообщение). 
В настоящее время хроническое истощение с подострой спонги- 
озной энцефалопатией регистрируется в соседних стадах одо¬ 
машненных лосей [191]. 
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ПРОИСХОЖДЕНИЕ И РАСПРОСТРАНЕНИЕ КУРУ 

Принципиальные неразрешенные вопросы, общие для всех 
этих агентов, связаны с их биологическим происхождением и 
способом существования в природе. Болезни, которые они вы¬ 
зывают, не являются искусственными заболеваниями, обуслов¬ 
ленными манипуляциями исследователей, работающих с клеточ¬ 
ными макромолекулярными структурами. Они представляют 
собой природные болезни, причем ни для одной из них мы не 
знаем механизм распространения и сохранения, который бы 
адекватно объяснял их длительное существование. В случае 
куру мы имеем полное объяснение уникальных эпидемиологи¬ 
ческих наблюдений и их динамики на протяжении последних 
двух десятилетий: заражение близких родствен ников при покры¬ 
тии умерших и ритуальном каннибализме, в ходе которого де¬ 
вочки, женщины, грудные дети и подростки из семьи погибшего 
от куру массированно заражались вирусом. Постепенно по мере 
прекращения каннибализма болезнь исчезает; она уже не встре¬ 
чается у детей, подростков и молодых взрослых, а возраст са¬ 
мых молодых заболевающих постоянно увеличивается. Однако 
эта информация не дает нам исчерпывающего объяснения про¬ 
исхождения куру. Было бы не удивительно, если бы спорадиче¬ 
ский случай БКЯ, распространенной по всему миру, в условиях 
необычных культурных традиций Новой Гвинеи привел к уни¬ 
кальной эпидемии. Спонтанный случай БКЯ был зарегистриро¬ 
ван у 26-летней женщины племени Чимбу в центральном горном 
районе Новой Гвинеи, у которой клинический диагноз был под¬ 
твержден световой и электронной микроскопией биоптата моз¬ 
га [104]. Серийные пассажи мозга у людей при каннибаль¬ 
ском ритуале могли привести к изменению клинической кар¬ 
тины болезни, а также вирулентности исходного агента. 

Если происхождение куру не обусловлено подобным спон¬ 
танным случаем БКЯ, можно представить себе альтернативный 
вариант. Он состоит в том, что новый нейротропный штамм мог 
возникнуть в результате серийных пассажей некоторых других 
вирусов, которые проходили множество пассажей на представи¬ 
телях клана (при заражении мозгом после очередного ритуала). 
Наконец, зная, что происходит при дефектной репликации ви¬ 
руса кори у больных подострым склерозирующим панэнцефа¬ 
литом (ПСПЭ), можно предположить, что повсеместно распро¬ 
страненные или по крайней мере хорошо изученные вирусы 
могли in vivo в ходе длительного маскирования у индивидуаль¬ 
ного хозяина модифицироваться с образованием дефектного, 
неполного или высокоинтегрированного или репрессированного 
агента. Такой новый изолят трудно узнается и антигенно, и 
структурно из-за его неспособности к синтезу полноценных 
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субъединиц и сборке в вирионы с известными свойствами. Та¬ 
ким образом, возникает вопрос, не содержит ли вирус куру 
каких-либо субъединиц известного агента, модифицированных 
в ходе необычной предыстории его пассирования. 

ГИПОТЕТИЧЕСКАЯ ОБЩАЯ ЕСТЕСТВЕННАЯ ИСТОРИЯ БКЯ Г 
КУРУ, ЭН И ЭНЦЕФАЛОПАТИИ ОЛЕНЕЙ И ЛОСЕЙ 

Ни инкубационный период, ни круг хозяев, ни распределение 
или тяжесть нейропатологических поражений не могут считать¬ 
ся решающими при выявлении возможных связей четырех или 
более вирусов, вызывающих эти подострые спонгиозные энцефа¬ 
лопатии. 

В настоящее время установлено, что вирус скрейпи вызывает 
заболевание, клинически и невропатологически неотличимое от 
экспериментальной БКЯ и куру у трех видов обезьян Нового Све¬ 
та и двух видов обезьян Старого Света [87, 88]. Заболевание 
может возникать при интрацеребральном или периферическом 
введении. У обезьян его вызывает как природный штамм скрей¬ 
пи овец, так и экспериментальные штаммы мышей и коз. У штам¬ 
ма Комптон в результате таких пассажей на приматах изме¬ 
нился круг хозяев; он не вызывал больше заболеваний при вве¬ 
дении мышам, овцам и козам [88]. Аналогичная ситуация отме¬ 
чена при проведении агента скрейпи через хорьков и норок; 
норковый и хорьковый штаммы не обладали патогенностью для 
мышей. Это же справедливо и для вируса природной энцефало¬ 
патии норок, который, вероятно, произошел от вируса скрейпи 
после скармливания домашним норкам туш овец, больных 
скрейпи (рис. 33.20) [134а]. 

Вирусы БКЯ и куру после бессимптомной инкубации более 
двух лет могут давать заболевание ЦНС у беличьих обезьян, за¬ 
канчивающееся смертью через несколько дней. При этом отме¬ 
чены даже внезапные смерти без выраженных клинических 
симптомов. Те же штаммы БКЯ и куру дают хроническую ин¬ 
фекцию у паукообразных обезьян, которая очень напоминает 
заболевание человека, наступающее после двухлетней или более 
продолжительной инкубации. Временная последовательность 
развития болезни также напоминает протекание болезни у че¬ 
ловека; при этом варьирует лишь длительность периода до 
смерти от нескольких месяцев до более одного года. Один и тот 
же штамм вируса БКЯ или куру вызывает выраженное спон- 
гиозное перерождение во многих отделах мозга, особенно в коре 
у шимпанзе и паукообразных обезьян при минимальном пора¬ 
жении ствола и спинного мозга, в то время как у беличьих обе¬ 
зьян тот же самый штамм вызывает обширные повреждения 
ствола и спинного мозга. Как вирус куру, так и вирус БКЯ вы- 
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зывают похожее на скрейпи заболевание у коз, но не у овец [88]. 

Мы обнаружили, что распространенность БКЯ в США и за 
рубежом приблизительно одинакова и составляет ~ 1 случай на 
1 млн. человек, если проводить широкое неврологическое обсле¬ 
дование. При обследовании, проведенном в Израиле, выявлено, 
что евреи ливийского происхождения заболевают примерно в 
30 раз чаще, чем евреи европейского происхождения [111, 156]. 
Обычай употреблять в пищу глаза и мозги овец у ливийских 
евреев в отличие от евреев европейского происхождения по по¬ 
нятной причине послужил основой для предположения, что ис¬ 
точником БКЯ могла быть зараженная скрейпи баранина [92а, 
102]. Овечьи головы входят в рацион многих этнических групп 
в США и за рубежом. 

На рис. 33.20 схематически представлена естественная исто¬ 
рия подострых спонгиозных вирусных энцефалопатий, в которой 
в качестве гипотетической причины БКЯ, куру, ЭН и энцефало¬ 
патии одомашненных оленей и лосей предполагается природный 
агент скрейпи овец и указаны возможные пути передачи. Хотя 
эту теоретическую схему пока нельзя доказать, она может 
иметь эвристическую ценность. Поскольку доказательств анти- 
генности и наличия нуклеиновой кислоты нет, для ответа на 
интригующий вопрос о связи между вирусами куру, БКЯ, скрей¬ 
пи, ЭН и хронического истощения оленей и лосей, к сожалению, 
нельзя использовать ни серологические тесты, ни гомологию нук¬ 
леиновых кислот. 

Очень привлекательно предположение о том, что вирусы, вы¬ 
зывающие все шесть подострых спонгиозных энцефалопатий, 
не просто родственны, но являются различными штаммами од¬ 
ного и того же вируса, модифицированными пассированием на 
различных хозяевах. Передача скрейпи от овцы к овце или козе, 
по крайней мере путем скармливания пищи, загрязненной в ре¬ 
зультате контакта с плацентой и оболочкой плода, и норкам 
при кормлении их тушами овец, больных скрейпи, — установ¬ 
ленный факт [158]. Трансмиссибельная энцефалопатия одомаш¬ 
ненных оленей и лосей также могла возникнуть из-за заражения 
пастбищ агентом скрейпи. В свете данных об эксперименталь¬ 
ной передаче скрейпи обезьянам [57] и БКЯ и куру козам с воз¬ 
никновением заболевания, подобного скрейпи [88], не исключе¬ 
но, что одним из путей заражения человека БКЯ являются трав¬ 
мы, в частности производственные травмы мясников, при кото¬ 
рых возможен контакт возбудителя с кожей и глазами. Мы 
считаем, что единственным путем передачи куру от человека к 
человеку было заражение при каннибальском ритуале, и 
предполагаем, что спонтанный случай БКЯ дал начало цепочке 
последовательных заболеваний куру. Документированный слу¬ 
чай заражения БКЯ при пересадке роговицы подтверждает, 
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Рис. 33.20. Схема общей естественной истории подострых спонгиозных вирус* 
и хроническое истощение одомашненных оленей и лосей произошли от природ- 
толстыми линиями. 
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что и другие операции по трансплантации органов также могут 
быть источником заражения [55]. Известно, что вирус присутст¬ 
вует как в мозгу, так и в периферических тканях. Случай БКЯ 
у нейрохирурга, который часто производил аутопсии, поставил 
вопрос о возможности профессионального риска у нейрохирур¬ 
гов и невропатологов; два врача и несколько дантистов также 
умерли от БКЯ. И наконец, отмеченная нами и другими связь 
между предшествовавшей операцией и возникновением БКЯ [23, 
55, 58, 138, 157, 189] указывает на то, что хирургическая опера¬ 
ция могла быть источником заражения БКЯ, а не причиной ак¬ 
тивации вируса. Подобная опасность реальна в свете двух случа¬ 
ев, когда произошло заражение БКЯ двух больных эпилепсией. 
Этим больным вирус БКЯ передали, видимо, на серебряных элек¬ 
тродах при стереотактической электроэнцефалографии во время 
хирургической операции [23]. Использование формальдегида для 
дезинфекции было недостаточным, так как вирус при этом не 
инактивируется [78]. БКЯ у дантиста и двух его пациентов по¬ 
казывает, что стоматологические манипуляции также могут 
служить путем распространения [189]. При экспериментальном 
заражении животных вирус скрейпи был выделен из зубного 
нерва. Путь передачи при семейной форме БКЯ на первый 
взгляд представляется вертикальным, но точно он не доказан. 
Является ли этот путь трансовариальным или происходит in utero, 
или в ходе родов, или через молоко, остается неясным. Эпиде¬ 
миологические данные по куру (например, отсутствие куру у де¬ 
тей, рожденных от больных куру матерей после прекращения 
каннибализма) ничего не говорят о наличии такой передачи. 

ПОПЫТКИ ОБНАРУЖИТЬ ВИРУС 
ПРИ ДРУГИХ ХРОНИЧЕСКИХ 
ДЕГЕНЕРАТИВНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ 

Высказано предположение, что многие другие хронические 
болезни человека могут быть медленными вирусными инфек¬ 
циями. В нашей и других лабораториях накопились эпидемио¬ 
логические данные, которые указывают на то, что рассеянный 
склероз и болезнь Паркинсона, системная красная волчанка, 
ювенильный диабет (первого типа, инсулинзависимый), полимио¬ 
зит, некоторые формы хронического артрита и даже широко 
обсуждаемый в последнее время синдром приобретенного имму¬ 
нодефицита (СПИД) могут быть медленными инфекциями, вы¬ 
зываемыми маскированным или дефектным вирусом. 

Наши попытки установить вирусную этиологию болезни 
Альцгеймера, болезни Пика, болезни Паркинсона, рассеянного 
склероза, прогрессирующего супрануклеарного паралича, боко¬ 
вого амиотрофического склероза, шизофрении и аутизма у де- 
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тей и многих других хронических невоспалительных заболева¬ 
ний ЦНС человека были безуспешными, за исключением группы 
заболеваний, приведенных выше. Отрицательные результаты, 
получаемые уже длительное время при изучении этих болезней 
(включая наследственное заболевание Хантингтона и болезнь 
Джозефа), приобретают все большее значение при обсуждении 
возможной роли медленных вирусов в их этиологии и при пла¬ 
нировании дальнейших исследований их патогенеза. Для обна¬ 
ружения вируса, который может содержаться в мозгу животных, 
мы использовали не только шимпанзе из питомников и лабора¬ 
торных животных неприматного происхождения. Мы применя¬ 
ли также технику кокультивирования культур тканей со мно¬ 
гими клеточными линиями и другие системы культур ткани in 
vitro. Зараженные культуры клеток анализируют на присутст¬ 
вие вирусных антигенов и вирусной обратной транскриптазы; их 
исследуют с помощью электронного микроскопа на наличие ви¬ 
русоподобных частиц, иммунофлуоресценции с антителами про¬ 
тив известных вирусов и ДНК-гибридизации in situ с зондами, 
выявляющими нуклеиновые кислоты известных вирусов. 

ПОПЫТКА СОЗДАТЬ ОБЩУЮ ГИПОТЕЗУ ПАТОГЕНЕЗА 
МНОГИХ ДЕГЕНЕРАТИВНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ ЦНС 

Многие парадоксы, с которыми мы столкнулись при откры¬ 
тии неканонических вирусов—возбудителей хронических прогрес¬ 
сирующих дегенеративных болезней ЦНС (в том числе тех, ко¬ 
торые определяются доминантным аутосомным геном по Мен¬ 
делю), и вызываемые медленными инфекциями патологические 
повреждения (напоминающие повреждения в мозгу при старе¬ 
нии) с нейрофибриллярными сплетениями (НФС) и амилоидны¬ 
ми бляшками (обычно проявляющиеся при старческой деменции 
альцгеймеровского типа) в конечном итоге поддаются объяс¬ 
нению. 

Исследование различных областей с высокой частотой хро¬ 
нических неврологических заболеваний в западной части Тихого 
океана помимо района куру (например, очагов высокого рас¬ 
пространения бокового амиотрофического склероза и паркинсо- 
новской деменции и связанного с этими заболеваниями появле¬ 
ния НФС у молодых представителей племени Чаморро на 
о. Гуам, у японцев на полуострове Кии и у представителей племен 
Ауйу и Джакаи на западе Новой Гвинеи [60, 65, 68]) показало, 
что различные и несвязанные феномены может объединять одно 
обстоятельство. Оно заключается в том, что в клетках мозга че¬ 
ловека вследствие вторичного гиперпаратироидоза, развиваю¬ 
щегося в ответ на дефицит кальция и магния в окружающей 
среде, может раньше обычного откладываться гидроксиапатит. 
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В виде гидроксиапатитов откладываются кальций и другие ди- 
и тривалентные элементы [85, 159]. 

НФС образуются при хронических вирусных инфекциях моз¬ 
га, таких как ПСПЭ и хроническая инфекция, вызываемая ви¬ 
русом краснухи, а амилоидные бляшки появляются при зараже¬ 
нии некоторыми штаммами вирусов скрейпи, куру и БКЯ в под¬ 
ходящем хозяине. Образование НФС у человека можно вызвать 
также интоксикацией алюминием (как при диализной деменции) 
и введением в эксперименте крысам хлорида алюминия или 
ИДПН. Клетки мозга больных с синдромом Дауна, которые до¬ 
живают до тридцатилетнего возраста, так же как и клетки моз¬ 
га боксеров с травматической энцефалопатией, содержат НФС. 
Таким образом, вирусные инфекции, дефицитные состояния, 
токсические и генетические факторы и даже травма ведут к од¬ 
ному и тому же патогенезу и образованию НФС и амилоидных 
бляшек. 

В результате нарушается аксонный транспорт нейрофила- 
ментов. Мы склонны считать, что (ІО-нм)-нейрофиламенты иг¬ 
рают ключевую роль во всем процессе [134]. Их синтез в пери- 
карионе и конвейерный транспорт по всей длине аксона требуют 
высокой скорости оборота. Они должны быть необычно актив¬ 
ными антигенами, поскольку при заболеваниях мозга в большей 
степени, чем другие макромолекулы ткани мозга вызывают 
аутоиммунный процесс [11—13, 180—182]. 

Хирано и сотр. наблюдали повреждения моторных нейронов 
при боковом амиотрофическом склерозе, которые не удавалось 
обнаружить в течение целого столетия, поскольку к моменту 
смерти большая часть моторных нейронов погибает, а та часть, 
которая остается, выглядит нормально. Они исследовали ткани 
умершего на ранней стадии бокового амиотрофического скле¬ 
роза (через 10 мес после начала). При ультраструктурных ис¬ 
следованиях они обнаружили раздувшиеся моторные нейроны, 
заполненные массой скоплений (Ю-нм)-нейрофиламентов 
(рис. 33.21) [103, 108]. Судя по иммунофлуоресценции, это были 
нормальные (ІО-нм)-нейрофиламенты [83]. Полагают, что из 
(10-нм)-нейрофиламентов образуются также НФС и парные спи¬ 
ральные филаменты при болезни Альцгеймера и при старении 
мозга. 

Таким образом, показана связь между боковым амиотрофи¬ 
ческим склерозом и НФС при старении мозга, болезни Альцгей¬ 
мера, паркинсоновской деменции, — связь, на которую указы¬ 
вают эпидемиологические данные, полученные в очагах с высо¬ 
кой заболеваемостью боковым амиотрофическим склерозом и 
паркинсоновской деменцией. 

Исследования Хирано моторных нейронов при боковом амио¬ 
трофическом склерозе свидетельствуют о том, что нарушен пе- 
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Рис. 33.21. Клетки переднего рога и спинного мозга больного боковым амиот¬ 
рофическим склерозом, который умер в начале болезни (через 10 месяцев пос¬ 
ле начала) и вскрытие которого произвели менее чем через 4 ч после смерти. 
Перикарион нейронов вздут, и в нем видны скопления нерегулярно упакован¬ 
ных (10-нм)-нейрофиламентов. Эти нейрофиламенты специфически реагируют 
с антисыворотками к нормальным нейрофиламентам, что выявляется по имму¬ 
нофлуоресценции [83]. (С любезного разрешения д-ра А. Хирано, Нью-Йорк.) 

ренос (Ю-нм)-нейрофиламентов вдоль аксонного цилиндра. В то 
же время синтез этих макромолекулярных структур продолжа¬ 
ется, что приводит к заполнению ими аксонного цилиндра и пе- 
рикариона нейрона. Сходное заполнение нейрофиламентами 
происходит у крыс, отравленных хлоридом алюминия или ИДПН, 
которые нарушают аксонный транспорт. Можно предположить, 
что быстро метаболизирующий моторный нейрон скорее запол¬ 
няется нейрофиламентами, в то время как в более медленно 
метаболизирующих нейронах нарушения происходят более мед¬ 
ленно и в них появляются НФС, содержащие парные спираль¬ 
ные филаменты. Таким образом, механизм, приводящий к обра¬ 
зованию НФС и парных спиральных филаментов, индуцирован¬ 
ных либо вирусом, либо токсином, либо недостаточностью 
каких-то факторов, заключается в нарушении транспорта вдоль 
аксона. 

ФСС при скрейпи, куру и БКЯ напоминают как парные спи¬ 
ральные филаменты, так и амилоидные волокна, хотя они и от¬ 
личаются друг от друга [70, 147, 148, 151]. Снова возникает во- 
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прос: не являются ли амилоидные волокна и парные спиральные 
филаменты различной конфигурацией одного и того же макро- 
молекулярного комплекса нейрофил аментов [107, 109], который 
и составляет ФСС? Прузинер показал, что «белок приона», аг¬ 
регированный в «прионовые палочки», которые, видимо, иден¬ 
тичны ФСС Мерц, имеет сходное с амилоидом поведение при 
окрашивании и двойное лучепреломление. Бахманьяр с помо¬ 
щью иммунофлуоресценции обнаружил общие детерминанты у 
нормальных нейрофиламентов, НФС и скоплений нейрофиламен- 
тов у крыс, отравленных ИДПН. Мы можем задать вопрос: 
не связаны ли вирусы скрейпи, куру и БКЯ с синтезом нейрофи¬ 
ламентов и их транспортом. В этом случае было бы неудиви¬ 
тельно, что они часто ведут к образованию НФС и амилоидных 
бляшек, а также то, что аутоиммунные антитела к (ІО-нм)-ней- 
рофиламентам, которые они индуцируют, реагируют с НФС [12, 
107, 109]. Вероятно, мы можем рассматривать продукцию ней¬ 
рофиламентов как «гаммаглобулин» нейрона и считать эти не¬ 
канонические вирусы подобными молекулам гаммаглобулина. 
Последние становятся антигенами и запускают свой собствен¬ 
ный синтез в В-лимфоцитах за счет конфигурационных измене¬ 
ний, которые были индуцированы в них образованием иммун¬ 
ного комплекса. Неканонические вирусы, возможно, запускают 
продукцию в нейронах аномальных нейрофиламентов за счет 
нарушения копирования генома, вызванного белком-дерепрес¬ 
сором, подобным белку нейрофиламентов. 
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ЭР 
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HCV 

HECV 

HEV 

HSV-1 
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HTLV 


адено-ассоциированные вирусы 
комплекс ДНК-белок 
р,р-иминодипропионитрил 
килодальтоны (тысячи дальтон) 
пропердин 

подострый склерозирующий панэнцефалит 
репликативная форма 
спинномозговая жидкость 
тканевая культуральная инфекционная доза 
Т-клеточный фактор роста, или интерлейкнн-2 
Т-лейкоз/лимфома взрослых 
фитогемагглютинин Р 
фибриллы, связанные со скрейпи 
цитопатический эффект 

шероховатый эндоплазматический ретикулум 
эндоплазматический ретикулум 
ядерный экстракт 

аденовирус типа 2 

коронавирус крупного рогатого скота 
вирус лейкоза крупного рогатого скота 
пары оснований (от англ, baise pairs) 
вирус кошачьего сомика 
цитомегаловирус 

ДНК-связывающий белок (от англ. DNA-binding pro¬ 
tein) 

герпесвирус лошадей типа 1 

вирус Эпштейна — Барр 

кишечный коронавирус кошек 

вирус инфекционного перитонита кошек 

респираторный коронавирус человека 

кишечный коронавирус человека 

гемагглютинирующий вирус энцефаломиелита свиней 
вирус простого герпеса типа 1 
вирус простого герпеса типа 2 
вирусы Т-лейкоза человека 
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MHV 
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RbCV 

TCV 

TGEV 

TP 

VZV 


вирус инфекционного бронхита птиц 
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вирус лимфоаденопатии 
герпесвирус болезни Марека 
вирус гепатита мышей 
вирус псевдобешенства 
коронавирус кроликов 
коронавирус индюков 

вирус инфекционного гастроэнтерита свиней 
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вирус ветряной оспы/опоясывающего лишая 
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— гликопротеины II: 355—357, 358 

— заражение пермиссивных клеток II: 
359—360. 

— репликация II: 347—352, 357 

— сборка и почкование II: 357—359 

— синтез структурных белков II: 
353—355 

— сравнение с флавивирусами II: 359 

— цикл репликации II: 353 
Альфа-герпесвирусы, трансформация 

клеток I: 401—404 
Амантадин II: 95, 127—130 

— опосредованный рецепторами эн- 
доцитоз II: 424 

— противовирусная активность in vi¬ 
tro II: 128 

- in vivo II: 128 

— профилактика и лечение гриппа А 
II: 129—130 

— токсичность II: 128 
Амилоидные бляшки III: 421, 429,437, 

438 


— фибриллы III: 387, 427, 430, 440 
Аминокислотная последовательность 

Gly-Asp-Ser-Gly капсидного поли¬ 
пептида II: 353 

Аммония хлорид, подавление литиче¬ 
ской реовирусной инфекции II: 310 

-слияние VSV с мембраной II: 

424 

Антивирусная терапия I: 246 
Антиген вируса Эпштейна—Барр 

(EBNA) I: 238 

— вирусного капсида I: 360 

— гепатита В поверхностный 
(HBsAg), гуморальный иммунный 
ответ III: 309 

-сердцевинный (HBcAg), гу¬ 
моральный иммунный ответ III: 309 

— ОКТ-4 (leu 3) III: 345 

— презентация И: 10—И 

е-Антиген гепатита В (HBeAg), при¬ 
рода III: 300—301 
N -антиген II: 236 
S -антиген II: 237 

Т-антиген большой, репликация ДНК 
SV40 III: 52 

Антигенная трансформация N —Н II: 
236—237 

Антигенные детерминанты идиотипи- 
ческие (идиотипы) II: 18 
Антигенный дрейф I: 111, 116 
«Антигенный отбор» I: 116 
Антигенный сдвиг I: 274 
Антиген-презентирующие клетки 

(АПК) II: 10—11, 306; III: 357 
Антигены вирусные И: 9—10, 13, 40 К 
402 

— гистосовместимости I: 290, 291 

— Т-зависимые II: 9 

— защитные II: 146, 164 

— поверхностные II: 145, 146, 147 

— формирование иммунитета II: 145 

— МНС И: 7—8, 10, 14, 15, 23, 154 
Н-антигены II: 236 

Т-антигены I: 244, 245, 251, 255, 334— 
335, 336—337, 340—341, 365, 367, 
368—376, 386—393, 397—401, 412; 
II: 174 

Антиидиотипические антитела I: 266; 
II: 18—19 

«Антиидиотипы» I: 18 
Антирецептор I: 127 
Антирецепторы вирусные III: 202 

— у пикорнавирусов II: 220, 221 
Антитела II: 17—18, 21, 25, 28, 29,31, 

149—150 

— анти-АТК III: 333, 350 

— комплексы антиген — антитело Hr 
402 
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- вирус — антитело (иммунные 

комплексы) II: 31 

— лизис зараженных вирусом клеток 
И: 28—29 

— моноклональные I: 17, 113, 116, 

146, 285; II: 145, 147, 305 

-антиклеточные II: 218 

— нейтрализация вируса II: 25—26, 
27, 303—305 

— противовирусные I: 290, 292, 293 
Антителозависимая клеточная цито¬ 
токсичность (АЗКЦ) II: 21, 24, 148 
Арбовирусы II: 344 

Аренавирусы I: 272 

— белки II: 396—397 

*— блот-гибридизация II: 395 

— виды Нового и Старого Света II: 
392, 393 

— внутренний нуклеокапсид II: 394 — 
395 

— генетические свойства II: 399—401 

— гликопротеины II: 396—399 

— персистентная инфекция II: 399, 
402, 403 

-— почкование II: 394, 401 

— рекомбинация II: 399, 400 

— репликация II: 401 

— рибосомные РНК II: 394, 395 

— рибосомы II: 394, 396 

— РНК L и S II: 395, 397 

— сегмент S II: 395, 397, 399, 400 

— функции геномной РНК I: 132— 
133 

Ар и л дон II: 130 

Аттенуация вирусов II: 161—162, 
163—166, 168—169, 172, 173 
Аутизм III: 436 

Аутоиммунные антитела против (10 
нм)-нейрофиламентов III: 409, 
416—417, 440 

— заболевания и инфекции И: 18 
Аутоиммунный ответ на (10 нм)-ней- 

рофиламенты III: 416—417 
Аффинная хроматография, очистка на 
колонках с конканавалином III: 
297 

Ацикловир II: 104—113 

— активность in vivo на животных 
И: 105—106 

— клинические испытания II: 107— 
113 

— механизм действия II: 104 

— противовирусная активность in vit¬ 
ro II: 105 

— токсичность II: 106 

— устойчивость вирусных мутантов 
II: 105 


Бактериальные вирусы см. Бактерио¬ 
фаги 

Бактериофаг MS2 II: 152 

Бактериофаги, генетика I: 13—14 

— индукция I: 144, 145 

— интегрированные дефектные ви¬ 
русные геномы I: 144—146 

— лизогения I: 14, 144 

— обнаружение I: 13 

— спасение маркера I: 145 

Белки вирусные, получение с помо¬ 
щью клонированных вирусных ДНК 
II: 154—157 

- репликация вирусного генома 

I: 125 

-свойства и функции III: 208— 

211 

-синтез I: 125,459—461; II: 434— 

436 

-упаковка генома I: 125, 461 

-функции I: 125 

— вирусных оболочек, биосинтез I: 
92—95. См. также Гликопротеины 
вирусные мембранные 

— вирус-специфические I: 308 

— клетки-хозяина, подавление синте¬ 
за II: 226—227 

— мембранные I: 96 

— неструктурные вируса гриппа А II: 
454 

— слитные gag-otic I: 471 

— слияния, антигенная структура И: 
481 

— gag I: 460 

— рХ III: 339, 343—344 

— VP1, VP2 и ѴРЗ I : 77, 368 

Р-белки, номенклатура II: 460—462 

— роль в транскрипции II: 460 

— синтез РНК вируса гриппа А II: 
453, 460—462 

Белковая субъединица I: 55 

Белковые субъединицы, типы связыва¬ 
ния I: 62—63 

Белок р-галактозидаза— EBNA I: 238 

«Белок приона» скрейпи III: 390, 425, 
440 

Белок abl I: 472 

— FI: 285—286 

-вируса Сендай I: 105, 107 

— Н, иммунный ответ II: 158 

— ICP5 I: 323, 324 

— ICP8 I: 253, 323, 324 

— N коронавирусов III: 18 

- сборка нуклеокапсида I: 157— 

158 

— р53 I: 370; III: 37 

-связывание с большим Т-анти- 

геном I: 334 
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— р62 II: 354—357, 358 

- превращение в Е2 и ЕЗ II: 355, 

356—357, 358 

— ѴР1 II: 164, 165 

— VPg И: 195—196, 198, 229, 230, 231 
G -белок I: 318, 319; И: 436, 437, 438 
М-белок вирионов рабдовирусов II: 

437—438, 439 

— оболочка вируса гриппа II: 453, 
454, 471 

N -белок РНП рабдовирусов II: 434 
Р-белок вируса Сендай II: 476—477 
src -Белок I: 472 

Бета-герпесвирусы, трансформация I: 
404—405 

Бешенство, механизм передачи виру¬ 
са I: 269, 272—273 

— немое I: 273 
Блот-гибридизация II: 395 

— по Саузерну III: 348 

Болезнь Альцгеймера III: 414, 416,417, 
418, 427, 429, 436, 438 

— Крейцфельдта—Якоба (БКЯ) I: 
296; II: 127; III: 383, 387, 389, 
411—418 

-амилоид III: 387 

-аутоиммунные антитела III: 387, 

417, 427 

-аутоиммунный ответ III: 416— 

417 

-аутосомный ген III: 416 

-передача III: 411—412, 416 

- от человека человеку III: 

415—416 

-предосторожности III: 417—418 

— — распространенность III: 414 
-терапия III: 418 

-«трансмиссибельные вирусные 

деменции» (ТВД) III: 414 

-фибриллы, связанные со скрей- 

пи (ФСС) III: 387, 439 
-эпидемиология III: 414—416 

— Паркинсона III: 417, 436 
Большие гранулярные лимфоциты 

(БГЛ) II: 19 

Бромвинилдезоксиуридин (БВДУ) II: 
113, 114—115 

Буньявирусы, вертикальная (трансо¬ 
вариальная) передача II: 373, 381 

— вирулентность II: 383 

— вирус LAC II: 380, 381, 382, 383 
- SSH II: 374, 375, 380, 381, 382, 

383 

— генетические свойства II: 378—384 

— генетический дрейф II: 371 

— геномная РНК I: 132 

— генотипическая изменчивость II: 
380 


— гликопротеины II: 383 

— интерференция II: 380 

— клеточные рецепторы I: 284 

— реассортанты II: 380, 382, 383 

— рекомбинация II: 373, 378, 380 

— репликация II: 373—375, 380, 383 

— РНК-геном II: 367 

— род Bunyavirus II: 367, 368, 371 — 
384 

-вирусные гликопротеины И: 

372 

-нуклеокапсиды II: 372 

-РНК большая (РНК L) II: 

372 

-малая (РНК S) II: 372 

-средняя (РНК М) II: 372 

-мРНК II: 373 

-свойства И: 372—373 

-серологическая классифика¬ 
ция И: 368, 371 

— сегменты РНК L, М и S II: 378 г 
380 

— транскрипция II: 374, 383 

— трансляция II: 374, 375 

— членистоногие как переносчики II: 
373, 380, 381 

Вакцина инактивированная против ко* 
ри, белки F и Н II: 158 
-гиперчувствительность за¬ 
медленного типа II: 160 
Вакцины I: 17—18, 116—117; II: 150— 
168 

— вирусные живые I: 246, II: 161 — 
168 

-аттенуированные II: 168— 

178 

-недостатки II: 166—168 

-преимущества II: 166 

— инактивированные, недостатки II: 
158—159 

-потенциальные источники антиге¬ 
нов II: 152—157 

-преимущества II: 157—158 

— разрешенные II: 150—151 
Векторы на основе вируса SV40 I: 

944_ олк 

-фага МІЗ I: 237 

Ветрянка у иммунодефицитных боль¬ 
ных II: 99, 102 

Видарабин (аденинарабиноза) II: 96— 
104, 108 

— клинические испытания II: 98—104 

— противовирусная активность in vit¬ 
ro И: 96 

- in vivo II: 96—97 

Виропексис I: 449; II: 220, 285 
Вирус бешенства II: 165, 423—424 
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-аминокислотные последователь¬ 
ности I: 98 

- гликопротеин G I: 288 

- распространение I: 283 

— болезни Марека (MDV) I: 337, 
361; III: 186 

— Буньямвера II: 366 

— Буэнавентура (BUE) дикого типа 
II: 385 

— бычьего лейкоза I: 466 

— везикулярного стоматита (VSV) I: 
75—76, 139, 143, 149—153, 215 

-аминокислотные последова¬ 
тельности I: 99 

- G -белок II: 423, 436, 437 

-влияние интерферона II: 58 

-геном II: 421, 425 

-геномная РНК II: 422, 426 

--гликопротеин G I: 75, 239 

-делеционный мутант (HRL 

Т1) II: 429 

--ДИ-частицы I: 139—140, 142, 

143, 149—153, 215; II: 425, 430, 
431, 432 

-клеточные рецепторы II: 423 

- /s -мутанты II: 422, 429, 442 

- подавление синтеза клеточ¬ 
ной РНК II: 440 

-полимераза И: 427, 428 

- противовирусная активность 

интерферона II: 121 

-размножение на клетках 

ВНК 21 I: 143 

-репликация II: 429, 430—431, 

439 

-мРНК I: 318—319 

- сборка нуклеокапсида I: 175 

- связывание белков с цито¬ 
структурами I: 319 

-серотип Индиана II: 421, 437 

-Нью-Джерси II: 421, 437 

-спектр хозяев И: 421, 423 

-спонтанный мутагенез I: 186 

-структурные белки I: 315 

- транскрипция И: 427, 430 

--эндоцитоз II: 424 

Вирус ветрянки/опоясывающего ли¬ 
шая (VZV) I: 295, II: 29—30, 93, 
96, 103, 114, 115 

--противовирусная актив¬ 
ность ацикловира II: 105, 111—112 

--бромвинилдезок- 

сиуридина II: 114—115 

----интерферона II: 121, 

125 

— ветряной оспы (ветрянки) I: 270, 
280 

— висны I: 296 


— гепатита I: 16, 18 

-земляной белки (GSHV) I: 339; 

III: 287, 298—299, 315 

-мышей (МНѴ) I: 289, III: 10, 

11, 12—13, 19 

-штамм JHM I: 285 

-сурков (WHV) I: 339, 408; III: 

287, 298, 303, 312 
-АН: 190 

-В (HBV) I: 20, 135—136, 267, 

269, 273, 280, 329, 330—331, 339; 
II: 91; III: 287—317, 359 

-антиген I: 147, 273 

-поверхностный (HBsAg) 

II: 155; 288—289, 303, 304, 314, 315 

-иммунизация III: 293 

-полипептиды III: 294— 

298 

-структура III: 293— 

299 

-сердцевинный (HBcAg) 

III: 299—300, 303, 304, 314, 315 
-е-антиген (HBeAg) III: 289, 

300— 301, 314 

-вирусная ДНК I: 130; III: 

301— 303, 315—317 

-дельта-агент III: 313—314 

-ДНК-полимераза III: 301, 

304 

-инфекции II: 126 

-механизм репликации III: 

303—308 

- обратная транскриптаза 

(ДНК-полимераза) III: 305 
-— первичная гепатоцеллюляр¬ 
ная карцинома (гепатома) III: 
307—308, 309, 314—317 
-рестрикционные эндонукле¬ 
азы III: 306 

-РНК генома дельта-агента 

I: 147 

-синтез ДНК III: 301, 304, 

305—306 

-одноцепочечной I: 147 

- структура нуклеокапсида 

(сердцевины) III: 299—300 

- тканевая тропность III: 308 

-уток (DHBV) I: 339 

- физическая и генетическая 

карты ДНК III: 302 

— гепатоэнцефаломиелита II: 265 

— герпеса, тимидинкиназа II: 89 

— гриппа, антигеномы II: 467 

- внутримолекулярная рекомби¬ 
нация I: 208 

-гемагглютинин I: 100—102, 127, 

255, 287 
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-аминокислотные последова¬ 
тельности I: 93 

- антигенная структура I: 

111 — 114 

-и нейраминидаза I: 15 

-фузионная активность I: 

106—109 

— гликопротеины, связанные с ре¬ 
цептором клетки-мишени I: 103, 
105 

— ДИ-частицы I: 159—162, 285 
-сложная мозаичная структу¬ 
ра I: 161 

— механизм транскрипции II: 458— 
465, 467 

— нейраминидаза I: 98, 102—103, 
287 

- антигенная структура I: 117 

— новые серотипы I: 274 

— патогенез I: 280 

— репликация I: 278, 280 

— РНК I: 274 

— сборка I: 94—95 

— эндосомы II: 474 

— А, азиатский штамм II: 145 

- аттенуация II: 172—173 

-и иммуногенность /s -му¬ 
тантов И: 170—171 

-белки нуклеокапсида II: 453, 

461 

-оболочки II: 453—454 

-гемагглютинин (НА) II: 154, 

155, 453, 455—458, 470 

-генетические взаимодействия 

II: 467—470 

-геном II: 451 

-метилтрансферазная актив¬ 
ность II: 464 

-нейраминидаза (NA) II: 453, 

470, 471, 472—473 
- противовирусная актив¬ 
ность амантадина II: 127—128 

-профилактика и лечение II: 

129—130 

-птиц II: 173 

-репликация РНК II: 466— 

467 

-РНК-зависимая РНК-поли- 

мераза (транскриптаза) II: 458— 
459, 460 

-сборка вирионов II: 470— 

473 

-синтез мРНК II: 464—465 

-человека, гены PR-8 II: 172 

- инактивированная вакци¬ 
на II: 160 

- реассортант II: 173 

— С, оболочки I: 90—92 


— денге I: 269, 271, 275 

-комплексы вирус—антитело II? 

31 

— дикого типа I: 185, 190, 292 

— желтой лихорадки I: 12, 265, 268, 
275; II: 161, 163 

-вакцина I: 18 

-вакцинный штамм 17D II: 

164—165 

-живая вакцина II: 166, 167 

— зайца-беляка (SSH) II: 374, 375, 
377, 379, 381, 382, 383 

— инфекционного бронхита птиц 
(ІВѴ) III: 10, 13, 19 

— колорадской клещевой лихорадки 
II: 49, 262 

— кори I: 293, 297; II: 32 

-вакцинные варианты И: 167 

-полипептид М I: 297 

-размножение в культуре кле¬ 
ток I: 265 

-специфические Тс II: 24 

— краснухи I: 283, 292; И: 161, 162, 
163, 167 

-вакцинный вариант II: 163, 

167 

— крымской геморрагической лихо¬ 
радки II: 367 

— куру III: 409, 411, 429, 432 

— кустистой карликовости томатов 
(TBSV) I: 70—74 

- карты электронной плот¬ 
ности I: 72—73 

-РНК I: 73 

- соединительные «руки» 

С-субъединиц I: 70—72 
-структура I: 62—63 

— Л а Кросс (LAC) II: 369, 371, 375, 
378—383 

- олигонуклеотидные карты 

сегментов L, М и S II: 379 

— Ласса II: 393 

— лейкоза кошек III: 357, 359 
-крупного рогатого скота (BLV) 

III: 341 

-мышей (MuLV) экотропный эн¬ 
догенный I: 463 

-Абельсона (А -MuLV) I: 414, 

471—472 

-Молони (Mo-MuLV) I: 438, 

463, 465; И: 66 

-птиц I: 438, 439, 465, 466, 467, 

473 

-эндогенный I: 462 

— леса Семлики (SFV) I: 87; II: 344, 
347, 353, 354 

-аминокислотные последова- 
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тельности мембранных гликопро¬ 
теинов I: 98, 99 

- ДИ-геном I: 161, 163 

-интерферон II: 36 

-кристаллизация I: 89, 90 

- /s -мутанты II: 48 

- нуклеокапсид I: 87 

-структура ДИ-частиц I: 163 

лимфоцитарного хориоменингита 
(LCMV) I: 48, 143, 144, 272, 283, 
287, 293; II: 14 

лихорадки Долины Рифт II: 386 
Марбург I: 274 
Мачупо I: 48, 267; II: 403 
москитной неапольской лихорадки 
(SFN) II: 367 

некроза табака сателлитный 
(STNV) I: 74, 146 
ньюкаслской болезни куриный 
(NDV) II: 475 
О’ньонг-ньонг I: 274—275 
опухоли молочных желез мышей 
(ММТѴ), длинный концевой по¬ 
втор (LTR) I: 245—246 
Орибока II: 383 

осповакцины I: 27, 246; II: 161; 
III: 246, 248, 249, 250, 252, 256,260, 
262—263, 265, 272 

— выделенные ферменты III: 252— 
253 

— геном III: 254, 265, 268 

— гибриды III: 274—275 

— ДНК-полимераза III: 264, 266 

— обработка зараженных L -клеток 
интерфероном II: 57—58 

— полипептиды III: 250—251 

— ранняя транскрипция III: 257— 
260 

— репликативный цикл III: 256— 
272 

— самозатравочная модель репли¬ 
кации ДНК III: 265 

— структура ДНК III: 254, 255, 
256 

— трансляционная карта генома 
III: 262—263 

— условно-летальные мутанты III: 
273—274 

— химический состав III: 249—250 
папилломы кролика Sylvilagus 
(CRPV) I: 346, 347, 377, 379 
парагриппа типов 1—4 И: 478 
Пичинде II: 393, 395, 396, 397, 399, 
400, 403 

полиомиелита (полиовирус) I: 204, 
213, 278, 281, 283, 291, 292; И: 151, 
190, 191, 216—217, 224 

— S -антиген II: 237 


-блокирование репликации I: 284 

- внутримолекулярная рекомби¬ 
нация I: 207 

— — делении родительского генома 
I: 162 

-делеционные мутанты II: 177 

-инактивация кэп-связывающего 

белка I: 286 

- нейровирулентность II: 228 

-первичная репликация I: 281 

-плавучая плотность II: 205 

- проникновение в организм хо¬ 
зяина I: 281 

-размножение в культуре клеток 

I: 265 

-репликативная форма (РФ) 

РНК II: 230 

-рецепторы II: 217, 218 

-сборка природных пустых кап« 

сидов (ППК) II: 237 

-серотипы I: 266 

- синтез белков клетки-хозяина 

II: 227 

-вирусной РНК II: 229—231 

-клеточной РНК II: 225 

-скорость адсорбции И: 216 

-температурочувствительные 

(ts) мутанты II: 198 
- типа 3, аттенуация вакцинно¬ 
го штамма II: 164 

-физическая карта генов I: 184 

-физические свойства II: 199— 

201 

-цикл репродукции I: 126 

— полиомы мышей (полиомавирус, 
РУ), Т-антигены I: 367—368 

— -биохимические свойства 

I: 373—376 

-большой Т-антиген I: 368, 

371—373; III: 33—34, 36, 57 

-ген хлорамфениколацетил- 

трансферазы (CAT) III: 42 

-генетическая карта I: 367 

-геном I: 366—368; III: 31, 

55 

-литический цикл III: 40 

-малый Т-антиген I: 368, 

371—373 

-мутанты по кругу хозяев I: 

249; III: 40 

-последовательность ССААТ 

III: 41, 50 

-ТАТА-последовательность 

III: 41, 50 

- промотор поздней транс¬ 
крипции III: 44 

-регуляция транскрипции III: 

41—45 
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- средний Т- антиген I: 368, 

371—373; III: 39—40 

- трансформация клеток I: 

371—373 

• -опухолевая III: 34 

-поддержание III: 35 

— простого герпеса (HSV) I: 135, 189, 
288, 294, 330, 331, 357—358; III: 
224, 225, 226 

- gD -антиген II: 177 

-ген тимидинкиназы I: 170, 

247, 249—250, 252, 295, 382 

■ -геном I: 170, 221, 246, 253; 

II: 176 

- гиперчувствительность за¬ 
медленного типа II: 23 

-ДИ-частицы I: 167 

--мутанты с дефектной тими- 

динкиназой I: 295 

■ -мутации, резистентные к мо¬ 

ноклональным антителам (mar - 
мутации) I: 256 

--передача от человека к че¬ 
ловеку I: 270 

- противовирусная активность 

ацикловира II: 105—106, 107, 109— 
111 

-видарабина II: 96—97 

--интерферона II: 124, 

125 

— -противовирусные вещества 

II: 91 

--синцитиальные мутанты 

(sr /д-мутанты) I: 189 

-типа 1 I: 30, 198—199, 270, 

338, 357 

-2 I: 30, 270, 338, 339, 

357—358 

• -энцефалиты И: 100—101 

--герпетические II: 91, 94, 

98, 100—101, 106, 107, 125, 130 

-эпителиальный кератит II: 

107 

— псевдобешенства III: 127, 223 

— птичьего лейкоза II: 166 

— Пунто Торо (РТ) дикого типа II: 
385 

■<— саркомы мышей Молони (Мо-^ 
AluSV) I: 433, 435, 438, 444 

-Рауса (RSV) I: 14, 414, 434, 

435, 440, 443—444, 468, 469 

-Фуджинами I: 472 

«— свиного гриппа I: 275 

— Сендай I: 159 

-белок F I: 105, 107, 285—286 

• -геном II: 451, 475 

— — гиперчувствительность замед¬ 


ленного типа II: 17 

-ДИ-частицы II: 479 

-нейраминидаза II: 453—454 

-нуклеокапсидные белки II: 453, 

477 

-образование интерферона II: 119 

-синтез РНК II: 478 

-слияние мембран II: 474 

■-спонтанные мутации II: 479 

-транскрипция II: 476, 477 

— Синдбис (SIN) II: 27, 344, 345, 
347, 353 

-аминокислотные последова¬ 
тельности гликопротеинов I: 98— 
99 

-вирион I: 87 

-комплементация между /s -му¬ 
тантами I: 195 

- /s -мутанты II: 48 

-оболочка I: 86—89 

-организация и экспрессия гено¬ 
ма II: 348 

- поверхностные гликопротеины 

I: 87 

-поверхность I: 87 

-РНК II: 347—348 

-ДИ-частиц II: 351 

•-содержание сиаловой кислоты 

I: 289—290 

-структура генома II: 344 

-ДИ-частиц I: 163 

-трансляция in vitro II: 349 

— синего языка (орбивирус) II: 261 

— скрейпи III: 421—427, 429 

— RS, /s -мутанты II: 170, 171 

— SV40 I: 183, 244—245, 320—322. 
330—331, 343 

-Т-антигены I: 244, 245, 251, 255, 

333, 334, 367, 368 

-большой Т-антиген I: 251, 334, 

337, 368—370, 376; III: 34—37, 47— 
50, 51, 52, 53, 56—57 
-функции in vivo и in vit¬ 
ro III: 35 

- влияние интерферона на мРНК 

для Т-антигена И: 62 

-геном I: 366, 367, 368; II: 174; 

III: 31, 55 

-делеционные мутанты I: 251 — 

252 

-ДНК I: 244, 344, 366 

-интерферон II: 58, 59 

-как вектор I: 244—245 

-вирус-помощник для адено¬ 
вирусов III: 161—162 

-комплементация I: 196 

-литическая инфекция III: 31— 

32 
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-малый Т-антиген I: 239, 334, 

368; III: 34, 35, 37, 38—39 

-мутанты по кругу хозяев III: 40 

-поздняя транскрипция III: 48— 

49 

-полностью пермиссивные клет¬ 
ки-хозяева III: 30 

-ТАТА-последовательность III: 

46 

-ранняя область транскрипции I: 

251—252 

- транскрипция III: 49, 50 

-регуляция транскрипции III: 

46—50 

-репликация ДНК III: 50—54 

— — сайт-специфический мутагенез I: 
253—254 

- свойства I: 332—333 

-связь вирионов с ядерным мат¬ 
риксом I: 321 

-мРНК с цитоскелетом I: 322 

— — секвенирование ДНК-генома I: 
237 

-спасение маркера I: 243 

-транскрипция РНК I: 322 

-трансформация I: 215, 333—334, 

343, 344, 403 

-инфицированных клеток III: 

56—57 

-непермиссивных клеток III: 

30 

-опухолевая III: 34 

-поддержание III: 34—35 

•-трансформирующая область I: 

333, 334, 389 

-экспрессия клеточных генов I: 

413 

-ранних генов III: 33—41 

— табачной мозаики (ТМѴ) I: 15, 54, 
157; И: 448 

- структура I: 65—69 

— Уукуниеми I: 46, 87; II: 367, 389 

- гликопротеины II: 390 

-оболочка I: 89—90 

- характеристика II: 389—390 

— фибромы Шоупа III: 273 

— Френд, вызывающий образование 
фокусов в селезенке (SFFV) I: 467 

— Хантаан II: 369, 391—392 

— хронического паралича (пчел) 
(CPV) I: 148 

— Хунин I: 48, 272, 274, 290; II: 396, 
403 

— Эбола И: 126 

— эктромелии (оспы мышей) I: 281 

— энцефаломиокардита (EMC) II: 41, 
191, 192, 194, 205, 217, 227 

— Эпштейна—Барр (ЕВѴ) I: 284, 


295, 329, 330, 337—338, 359—360, 
405,407; 11:91; 111:359 

- антиген вирусного капсида I: 

360 

-геном II: 120 

-ингибирующее действие ацикло¬ 
вира II: 105, 112 

-Тс-клетки II: 23—24 

-онкогенность I: 359—360 

-передача I: 269, 270 

-применение интерферона II: 125 

-ядерный антиген (EBNA) I: 238 

— южной мозаики бобов I: 74 

— ядерного полиэдроза Autographa 
calif or nica II: 73 

— ящура (FMDV) I: 207, 213; II: 10, 
152, 155, 190, 192, 194, 205, 216,. 
225 

- белок 2C II: 198 

- вирионы II: 200, 206 

- внутримолекулярная рекомби¬ 
нация I: 207 

-геном II: 196, 197 

-капсидный белок VP1 II: 152, 

155, 208—209 

-свойства РНК II: 194—195 

-125-субъединица И: 204 

Вирусная частица, белковые субъеди¬ 
ницы I: 56 

-субансамбли I: 56, 57 

Вирусные болезни, механизмы переда¬ 
чи I: 269—273 

— геномы дефектные интегрирован¬ 
ные I: 144—146 

— гены, регуляция экспрессии I: 224 

— заболевания, иммунология I: 16— 

17 

- отличие от вирусной инфекции 

I: 10 

-патологические эффекты I: 124 

-профилактика и лечение I: 17— 

18 

-эпидемиологические модели I: 

269 

— оболочки I: 86—92 

-слияние с клеточной мембраной 

I: 86, 105—109 

— мРНК I: 16 

— структуры, номенклатура I: 55 

— частицы, принципы структурной ор¬ 
ганизации I: 56—58 

-разборка I: 81 

-симметрия I: 58—64 

-типы I: 54 

-структур I: 54—55 

— частицы-предшественники II: 281 
«Вирусные фабрики» II: 291 
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Вирусология, история методов и кон¬ 
цепций I: 12—18 

— как область науки I: 11 

— опухолей I: 329—330 

Вирусы, генетические взаимодействия 
1: 192—209 

— гибридные III: 274—275 

— гриппа, внутрисегментная (генная) 
рекомбинация II: 468 

— группы ECHO- 10 II: 265—266 

— дефектные интерферирующие 

(ДИ-частицы) I: 138—144 

— животных I: 214—215 
- генетика I: 183—225 

-генетическая методология I: 

184—185 

-реактивация I: 209 

— — генная инженерия и генетика I: 
223—225 

- гетерозиготность I: 209—210 

-делеционные мутации I: 251 — 

253 

- индуцированные мутации 1: 

187—188 

-интеграция I: 217—218 

-интерференция I: 210—211 

— — картирование геномов I: 219— 
223 

•- клонирование рекомбинантных 

ДНК I: 235—237 

-комплементация I: 193—196 

-механизмы рекомбинации I: 

207—209 

-мутанты I: 188—192, 255—256 

-по спектру хозяев I: 189 

-персистентная инфекция I: 218— 

219 

-рекомбинация I: 196—207 

-спонтанные мутации I: 186— 

187 

- супрессия I: 211—213 

-точечные мутации I: 253—254 

-трансформация I: 215—217 

-условно-летальные ^-мутанты I: 

190 

-фенотипическое смешивание I: 

213—214 

— — экспрессия генов I: 224, 237— 
240, 247—248 

— и клетка-хозяин, взаимодействие 
I: 215—219 

— нкосаэдрические II: 147 

— имеющие оболочку I: 54, 84—86 

— инактивированные как индукторы 
интерферона II: 49—51 

— индукция опухолей I: 14—15, 329, 
357, 365 

— как антигены II: 9—10 


-внутриклеточные организмы I: 

264 

— Т-клеточных лейкозов человека 
(HTLV) I: 433, 436, 439, 440, 441, 
468, III: 331—371. См. также 
HTLV-I, HTLV-II, HTLV-III, 
СПИД 

— Коксаки I: 213; II: 205, 216, 217, 
218, 219 

— культура клеток I: 13 

— мэди I: 437 

— негенетические взаимодействия I: 
209—215 

— независимые от помощника I: 443 

— неканонические III: 383—440 
-атипические свойства III: 385 

•-классические свойства III: 386, 

425 

-методы инактивации III: 425— 

426 

-отсутствие иммунного ответа 

III: 386 

— новые, происхождение I: 273—276 

— однозначная идентификация I: 23— 
24 

—опухолеродные I: 268, 329, 330—333, 
338, 340—343. См. также Опухоле¬ 
родные ДНК-содержащие вирусы 
- влияние интерферона на раз¬ 
множение II: 64—66 
-как модельная система I: 329 

— парагриппа I: 94; II: 481, 482 

— передача от животного человеку I: 
272—273; III: 434—435 

-человека человеку I: 269— 

271; III: 347—348, 353, 358—359, 
370, 391, 403, 415, 433, 436 
-членистоногими I: 271—272 

— повреждение клеток I: 286—289 

— подобные вирусу гепатита В 
(НВѴ-подобные вирусы) I: 330, 
331, 339, 363, 407—410 

-классификация I: 330— 

331 

-структура генома I: 

407 

— почкование (отпочковывание) I: 
84, 86, 137, 460 

— проникновение в клетку I: 81, 
105—106 

-организм хозяина I: 280— 

281 

— пути распространения I: 282—284 

— размножение I: 124—137 

-и его последствия I: 125 

-прикрепление к клетке I: 127— 

128 

- проникновение в клетку I: 128 
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- раздевание I: 128—129 

--сборка, созревание и выход I: 

136—137 

- требования и ограничения I: 129 

-экспрессия и репликация I: 

130—136 

— ретикулоэндотелиоза 1:439 

— рода Nairovirus II: 387, 388 

— саркомы и лейкоза птиц (ASLV) I: 
439, 446, 449 

— семейства Bunyaviridae, свойства 
II: 367 

— с негативным геномом, репликация 
I: 132—133 

-сегментированным геномом I: 

184, 197, 199, 205, 208, 219, 223 

— спектр хозяев I: 124, 445—447 

— способы обнаружения I: 265 

— сродство к клеткам и тканям I: 
284—286 

— таксономическое описание семейств 
I: 26—52 

— топографические аспекты поведе¬ 
ния I: 308—309 

— условно-дефектные I: 148 

— фаза созревания I: 126 

— характеристики I: 24—25 

— экзогенные I: 462, 463 

— эндогенные I: 447—448, 462—463 
Вирусы-помощники I: 138—140, 143, 

196, 443; II: 324 

Вирусы-сателлиты I: 146—148, 171, 

172 

— регуляция летальности I: 172 

— транс-активация I: 147 
MCF -вирусы I: 447, 448 
Восприимчивость I: 124, 128 

Гамма-герпесвирусы I: 337, 356, 406— 
407 

Гастроэнтерит III: 11 

Гексоны I: 79, 80, 81; III: ПО, 111 

Гемагглютинация I: 17 

— белок наружного капсида аі II: 
303, 304—305 

— диагностика реовирусной инфекции 
И: 319 

Гемагглютинин I: 113, 114 

— вируса гриппа I: 84, 93, 100—102, 
104, 106, 255 

- антигенная структура I: 

111 — 114 

-экспрессия гена в клетках II: 

469, 470 

-А, структура II: 455—458 

-функции II: 453, 455 

— реовируса типа 3 II: 304 

— сравнение подтипов I: 114—116 
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Гемагглютинин—нейраминидаза (HN) 
вируса Сендай II: 454 

— вирусов парагриппа И: 146 

— прикрепление вируса к клетке II: 
474 

Геморрагическая лихорадка I: 272, 

274 

-- аргентинская I: 48, 274, 290 

-боливийская I: 48, 267; II: 393 

-корейская II: 392 

-крымская I: 273 

-с почечным синдромом II: 392 

-- эпидемическая II: 392 

Ген вирусный one III: 353—354, 355 

— гемагглютинина вируса гриппа III: 

275 

— дигидрофолатредуктазы (ДГФР), 
селекция трансформированных кле¬ 
ток II: 157 

— тимидинкиназы (tk- ген) II: 176; 
III: 210, 211, 212—213, 214, 216 

-вируса простого герпеса (HSV) 

I: 249, 250, 255 

— Blym I: 466 

— c-mos I: 464, 470, 471 

— с-тус I: 406, 464, 465, 466, 473, 

474; III: 354 

— с-опс I: 436, 470, 471 

— c-ras I: 471, 473 
_ c-src I: 472 

— env I: 441, 442, 443, 444, 458, 459, 
461 

- продукт Рт90 епѵ I: 461 

— erb В, продукт I: 472 

— gag I: 440, 441, 442, 443, 444, 458, 
460, 461, 472; III: 339, 340, 341, 
343 

— pol I: 440, 441, 442, 443, 458, 459 
Генетика бактерий, бактериальные ви¬ 
русы I: 13—14 

Генетическая реактивация I: 209 

— реассортация II: 468, 470 

— рекомбинация II: 467—468 
Генетические маркеры I: 184, 191 
Генетическое картирование I: 219— 

220 

Генная инженерия II: 38 
Генноинженерные методы, создание 
плазмидных векторов II: 155 
Генные продукты, синтез III: 204— 
205, 213—217 

-функция III: 211—213 

Геном клетки-хозяина (клеточный ге¬ 
ном) I: 217, 240, 248, 333, 363,448, 
451, 455 

— SV40, механизм интеграции III: 55 
Геномная библиотека человека II: 43 
Геномы вирусные I: 138—175 
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-дефектные, эволюция вируса и 

клетки-хозяина I: 172—174 

- картирование I: 219—223 

- кодирование I: 130 

- организация I: 130 

- репликация I: 130—136 

-транскрипция I: 132, 134, 135 

-экспрессия I: 130—136 

— вирусов животных в качестве век¬ 
торов I: 244—247 

-геномные перестройки I: 

254—255 

- кодирование и организация I: 

130 

-открытые рамки считывания I: 

378, 383 

— ДНК-содержащих вирусов I: 130, 
135—136 

— монолитные I: 130 

Гены вирусные клонированные I: 241 — 
244 

— вирусов животных, временная экс¬ 
прессия в эукариотических клетках 
I: 247—248 

-интеграция с клеточным ге¬ 
номом I: 248—250 

•-конверсия клеток I: 170 

-метод спасения маркера I: 

241—243 

-экспрессия в дрожжевых 

клетках I: 239—240 

-клетках млекопитающих 

I: 240 

- Escherichia coli I: 

237—239 

— иммунного ответа (Ir -гены) II: 8— 
9 

— клеточные, онкогенез и трансфор- 
ция I: 410, 411, 412, 413 

-трансформирующие I: 473—474 

-о/гс-гены (с -one) I: 145—146 

216, 217, 436, 470, 471, 474 

— конверсия I: 169—170 

— модульная эволюция I: 172—174 

— перенос и экспрессия I: 169—170 

— репликации у ретровирусов I: 440— 
443 

— ретровирусов у -one I: 443—445, 
468—470 

— трансдукция от хозяина к хозяину 
I: 169 

— функции I: 191 —192 

— экзогенные поверхностных вирус¬ 
ных антигенов II: 177 

— МНС (главного комплекса гисто¬ 
совместимости) II: 7—8 

— PR-8 II: 172—173 
Гепаднавирусы III: 287, 315, 316—317 


Гепатит молниеносный III: 313 

— В, ген поверхностного антигена III: 
275 

-острый III: 309—314 

-хронический II: 104, III: 309— 

314 

Гепатоцеллюлярная карцинома III: 
287 

Герпесвирус болезни Марека (MDV) 
III: 186 

— лошадей типа 1 (ЕНѴ-1) I: 338— 
339, 403—404 

— Л юкке I: 361 

Герпесвирусы (вирусы герпеса) I: 20, 
137, 167—168, 337—339, 356—362, 
401—407; II: 58, 96; III: 186—227 

— антирецепторы I: 127 

— биологические свойства III: 187 

— вирион III: 190—200 

— вирусные белки III: 208—211 

— геномы I: 135, 338; III: 206—208 

— гликопротеины III: 19, 221—223 

— ДИ-частицы I: 172 

— ДНК I: 130; III: 192—198 

-репликация III: 217—218 

-созревание (процессинг) III: 

219—220 

— изменения клеточных мембран III: 
225—227 

— капсид вириона III: 190—192, 200, 
202—203, 205 

— классификация III: 189—190 
-ДНК-содержащих опухолерод¬ 
ных вирусов I: 330—332 

— лошадей I: 358 

— метаболизм клеточных макромоле¬ 
кул III: 223—224 

— обезьян I: 361—362 

— одевание и созревание I: 137 

— подсемейство альфа-герпесвирусов 
I: 356, 401—404 

-бета-герпесвирусов I: 356, 404— 

405 

-гамма-герпесвирусов I: 356, 

405—407 

— полипептиды вириона III: 198—200 

— проникновение в клетку I: 128 

— развитие рака I: 337 

— раздевание I: 129 

— репликация III: 201—223 

— синтез генных продуктов III: 204— 
205, 213—217 

— структурные изменения в заражен¬ 
ных клетках III: 223 

— тегумент III: 190, 191—192 

— цикл репродукции I: 125—126 

— экспрессия генов III: 204—206 
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Гетерозиготность у вируса гриппа II: 
470 

- вирусов животных I: 109— ПО 

-парамиксовирусов II: 479 

Гибридизационный блок трансляции 
II: 42 

Гибридизация ДНК—ДНК III: 114, 
136 

— клеток, получение моноклональных 
антител I: 266 

— мРНК с кДНК I: 414-415 
Гибридные вирусы III: 162—163,274— 

275 

Гиперпаратироидоз III: 437 
Г иперчувствительность замедленно¬ 
го типа (ГЗТ) I: 291; II: 6, 17,21 — 
23 

Гипотеза патогенеза дегенеративных 
заболеваний ЦНС III: 437—440 

— прокапсида II: 239, 240 

— трансфигурации II: 240 
Главные антигенные детерминанты 

защитных белков вирусов II: 152 

-у пикорнавирусов II: 210 

Главный комплекс гистосовместимо¬ 
сти (МНС) II: 7—9, 14, 15, 16 
Гликопротеин оболочки, аминокислот¬ 
ная последовательность III: 342 

— фузионный (F) II: 146 

— F 0 II: 454 

— fms I: 472 

Гликопротеины буньявирусов II: 372 

— вируса гриппа I: 90, 103; II: 470, 
471, 473 

— вирусные I: 84, 85, 87, 88, 91, 92— 
93, 94, 97, 98—99, 447 

-мембранные I: 94, 95 

- антигенная структура I: 109 

-вакцины I: 116—117 

- выделение I: 95—98 

-гидрофобные свойства I: 95— 

96 

-иммунное распознавание I: 

109 

-первичная структура I: 98— 

99 

- расщепление трипсином I: 

103 

-а-спирали I: 95 

- трансмембранный заякори- 

вающий пептид I: 95 

- трехмерная структура I: 

100—103 

—.- функции I: 103—117 

-- модификации II: 355—356 

•-созревание и транспорт II: 355— 

357 

— поксвирусов III: 19 
30* 


— регуляция транспорта II: 377 

— флебовирусов II: 385 

— Е1 и Е2 коронавирусов III: 8—10, 
18—19, 21 

Гломерулонефрит иммунокомплекс¬ 
ный I: 293 

— хронический II: 402 

Гуанидин, мутация резистентности к 
нему I: 204 

Гуанилатциклаза II: 69 
Гуанозинмонофосфат I: 249 
Гуморальные эффекторные механизмы 
II: 25—29 

Дансилкадаверин, ингибирование эн- 
доцитоза II: 424 

Дельта-агент I: 147; III: 313—314 
Дельта-антиген I: 147, 273; III: 427 
Дефектные вирусные геномы I: 138— 
175 

-биологическая роль I: 169— 

174 

-природа I: 138—148 

-эволюция вируса и клетки- 

хозяина I: 172—174 

— вирусы, определение I: 126—127 

— интерферирующие вирусы I: 138— 
144. См. также ДИ-геномы, ДИ- 
частицы 

Диабет ювенильный III: 436 
Диарея новорожденных, ротавирусы 
II: 262 

ДИ-геномы вируса леса Семлики I: 
163 

-Сендай I: 159 

— возможные механизмы образования 
I: 154—156 

— модель репликативных ошибок ти¬ 
па обратного копирования I: 155 

— мозаичная структура I: 161 

— паповавирусов I: 165—166 

— размеры I: 149 

— с внутренними делениями, модель 
репликативных ошибок I: 156 

— свободные неинтегрированные I: 
172 

— структуры I: 149—169 

— участки, распознаваемые реплика- 
зой I: 149 

Димеры I: 63 

Дифференцировка, влияние интерфе¬ 
рона II: 71 

ДИ-частицы аденовирусов III: 159— 
160 

— биологическое значение I: 215 

— вируса гриппа II: 468, 469 

— дефектность I: 214—215 

— защита от болезни и гибели I: 171 
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— интерференция I: 152, 153, 210— 
211; II: 469 

— как фактор регуляции летальности 
I: 171—172 

— 5'-концевые РНК-последовательно- 

сти 1: 157—158 

— мозаичного типа I: 153 

— /s -мутанты I: 211, 212 

— определение количества I: 143-—- 

144 

— острая инфекция I: 171 

— предохранение вирусных препара¬ 
тов от контаминации I: 141 —143 

— репликация I: 151, 152, 154, 157, 
158, 160 

- тогавирусов II: 360 

' • с внутренней делецией I: 152—153 
-коротким стволом I: 151—152 

— синтез РНК рабдовирусов II: 
430—433 

— типа «застежка» или «шпилька» I: 
152; II: 432, 433 

— VSV простого делеционного типа 
II: 432 

-сложного делеционного типа II: 

432, 433 

-типа «застежка» («шпилька») II: 

432, 433 

-«сковорода с ручкой» II: 432, 

433 

-типы структур РНК-генома I: 

149—150 

ДНК аденовирусов, репликация III: 
133—146 

-синтез III: 128 

- in vitro III: 139—147 

-схема репликации III: 145 

-транскрипция in vitro III: 154— 

155 

— библиотека кДНК I: 413—414 

— вирусная в опухолях I: 408 
-длинные концевые повторы 

(LTR) I: 448 

-интеграция I: 455—457 

-клонированная I: 241, 243, 244; 

II: 154—157 

-синтез I: 435, 449, 452, 453— 

455 

-спасение маркера I: 241, 242, 

243 

— герпесвирусов, процессинг и сбор¬ 
ка вирионов III: 219—221 

-репликация III: 217—218 

-цис-действующие последова¬ 
тельности III: 216 

— клеточная, ингибирование синтеза 
при реовирусной инфекции II: 293 

— — ингибиторы синтеза II: 223 


— клеточные, синтез III: 116—117 

— осаждение фосфатом кальция I: 
240 

— парвовирусов, репликация III: 75— 
82 

— плазмидная, слияние бактериаль¬ 
ных и эукариотических клеток I: 
240 

— поксвирусов, репликация III: 264— 
266 

— после трансфекции I: 248 

— рекомбинантная, технология II: 174 

— рекомбинантные I: 241 

— секвенирование I: 237 

— трансфекция I: 240, 354 

— эукариотическая III: 258 

— SV40, синтез димеров-катенанов 
III: 54 

-инициация, зависящая от 

большого Т-антигена III: 53 

-механизм терминации III: 54 

Strong-stop ДНК I: 452, 454 
ДНК-геномы, спонтанные мутации I:* 
186—187 

ДНК-полимераза герпесвирусов III: 
209, 210 

— поксвирусов III: 258, 264, 265 

— РНК-зависимая (ревертаза, обрат¬ 
ная транскриптаза) I: 408, 433, 

434—435, 451—452, 454 

ДНК-полимеразная активность ча¬ 
стиц Дейна II: 104 

ДНК-содержащие вирусы I: 135—136, 
165—169, 329—415. См. также Опу¬ 
холеродные ДНК-содержащие ви¬ 
русы 

-геномы I: 130, 135—136 

-ДИ-частиц I: 165—169 

-делеционные мутанты II: 174— 

177 

- картирование I: 220—221 

-межтиповые скрещивания I: 

205, 206 

-однохромосомные I: 207 

- рестрикционные эндонуклеазы 

I: 184 

-с линейной одноцепочечной ДНК 

I: 130, 135 

Идиотипы, теория сети II: 18—19 
Идоксуридин (иоддезоксиуридин) II: 

91, 94, 95, 113—114 
«Изоляты природные» I: 185 
Изометрические вирусы I: 56, 57 
Икосапептид II: 152, 153 
Иммортализация клеток I: 334, 335, 
368, 372, 391, 411; III: 370, 371 
Иммунизация парентеральная II: 159 
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— противовирусная II: 145—178 
Иммунитет гуморальный I: 17, 290, 

292 

— двусторонняя система у фага Р22 
I: 173 

— иммунные механизмы II: 147—149 

— клеточный I: 17; II: 6, 13, 166, 
305—307 

- влияние интерферона II: 119 

— к суперинфекции фагом I: 169— 
170 

— опосредованный слизистой оболоч¬ 
кой И: 149—150 

— поверхностные антигены II: 145— 
147 

— противовирусный I: 17 

— системный II: 149, 150 
Иммунная система угнетенная II: 

102—103 

Иммунные защитные механизмы II: 
147—149, 360 

Иммунный ответ I: 289—294 

-гуморальный III: 309 

-клеточный III: 310, 311 

-специфический II: 5, 6—21 

-индукция II: 6—21 

Иммуноаффинная хроматография, 
очистка интерферона II: 64 
Иммунодефицит, последствия II: 29— 
30 

Иммунокомплексные болезни II: 31 
Иммунология II: 5—6 

— вирусные инфекции I: 17 

— методы I: 17 

Иммуносорбционный ферментный 
анализ (ELISA) III: 367 
Иммуносупрессия I: 294, 295 
Индукторы интерферона, устойчивость 
к рибонуклеазе II: 49 
Интеграция вирусного генома с гено¬ 
мом клетки I: 217—218 
Интегрированные дефектные вирусные 
геномы I: 144—146 
Интеркалирующие агенты I: 188 
Интерлейкин 1 (ИЛ-1) II: 11 

— 2 (ИЛ-2) II: 13, 15, 20; III: 332 
Интерференция I: 139, 210—211 

— вирусная I: 447 

— гомологичная у вирусов живот¬ 
ных I: 210—211 

Интерферон, блокирование II: 117 

— защита от вирусных инфекций I: 
290 

— «иммунный» II: 116 

— комбинация с ацикловиром II: 105 

— комплексы с рецептором II: 56 

— лейкоцитарный II: 119, 121 —122, 
123, 125 


— лимфобластный II: 120 

— побочные нежелательные эффекты 
И: 73, 122 

— рекомбинантный II: 120 

— типа I II: 116 
-II II: 116 

— фибробластный II: 94, 116, 120, 122 

— экзогенный как противовирусный 
агент II: 116, 123—127 

Интерфероновые мРНК II: 53—54 
Интерфероны II: 16, 35—73, 115—127 

— антивирусная (противовирусная) 
активность II: 35, 36, 56—66, 72, 
117, 120—121 

— антивирусное состояние II: 57, 63, 
66 

— антипролиферативная активность 
II: 41, 66—72, 119 

— антитела II: 55 

— биологическая активность II: 117 

— биологические эффекты II: 55 

— влияние на дифференцировку II: 
71 

-иммунную систему II: 71 

-структурные компоненты 

клетки II: 70 

-функции клеток II: 37, 66, 

67, 118—119 

— гены II: 38, 42—47 

— гипореактивность II: 117 

— ингибирующее действие на размно¬ 
жение клеток II: 67—68 

— индукторы II: 47—53, 127 

-вирусная инфекция II: 47—49 

-двухцепочечная РНК II: 49 

-инактивированные вирусы II: 

49—51 

- метаболические активаторы (ин¬ 
гибиторы) II: 51—53 

— индукция II: 45, 48, 50, 51, 53, 54, 

117 

- антивирусного состояния II: 

36, 38, 55, 56, 61, 63—64, 66, 115, 
116 

-гуанилатциклазы II: 69 

--под влиянием реовирусов II: 

307—308 

-протеинкиназы II: 38, 62—63, 

68—69, 118 

-ферментов II: 68—69 

- 2,5-oligo (А)-синтетазы II: 38, 

61, 68—69, 118 

— как лимфокины II: 37, 72—73 

— классификация II: 39, 116 

— классические II: 116 

— клиническая фармакология II: 
121—123 

— клиническое использование II: 72— 
73, 119—120, 123—127 
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— клонированные II: 73 

— механизм антивирусного действия 
II: 37, 38 

— очистка II: 36, 37, 54—55 

— персистентные вирусные инфек¬ 
ции II: 38, 57, 442 

— подавление размножения вирусов 
И: 36, 57—58 

-ретровирусов II: 65 

— праймирование II: 53, 117 

— природа II: 35, 39—42 

— продуцирование II: 47—54 

— противоопухолевое действие II: 68 

— синтез белков II: 53, 68—69 

— система 2,5-oligo(A) II: 59—62 

•— специфические клеточные рецеп¬ 
торы II: 55—56 

— супериндукция II: 52, 117, 120 

— сходство с гликопротеиновыми гор¬ 
монами II: 70 

— устойчивость клеточных линий II: 
71—72 

— характеристика II: 116—117 
циклогексимид II: 52 

— человека, рекомбинантные гены II: 
46—47 

-свойства II: 40 

-экспрессия клонированных ге¬ 
нов II: 44—46 

Интроны I: 470; III: 121, 130 
Инфекции абортивные у коронавиру- 
сов III: 13 

— верхних дыхательных путей, рео- 
вирусы II: 311, 312 

— вирусные I: 10, 11 

*-иммунопатология II: 30—32 

-медленные I: 294, 296—297 

-персистентные, развитие хрони¬ 
ческих и злокачественных заболе¬ 
ваний I: 172 

-респираторные II: 124 

-у человека, механизмы резис¬ 
тентности II: 29—32 
-факторы, влияющие на их раз¬ 
витие II: 91—92 

— герпесвирусные, профилактика II: 
125—126 

— герпетические половых органов II: 
92, 99, 102, 110—111 

-у больных с иммунодефицитом 

II: 108, 109—110 

— латентные I: 294, 295, 297 

— «ограниченные» II: 217 

— персистентные I: 294, 297 
Инфекция абортивная I: 126, 445; II: 

56, 217 

— вирусная, активация клеточных он¬ 
когенов I: 466 


- вегетативная I: 14 

-иммунный ответ I: 289—294 

-инаппарантная I: 10, 11 

-индукция интерферона II: 47— 

48 

-ответ хозяина II: 5—32 

-развитие персистенции I: 171 — 

172 

-эффективность заражения I: 449 

— горизонтальная I: 447 

— зоонозная I: 272—273 

— латентная AAV III: 87—90 

— модели I: 268—273 

— начало I: 127—129, 278 

-восприимчивость клеток I: 124, 

128 

— непермиссивная I: 445 

— ограниченная I: 126, 127 

— персистентная I: 174, 218—219 

- герпесвирусами I: 295 

-ДИ-частицы II: 360, 442 

-иммуносупрессия I: 295 

-клеточные мутации I: 218; II: 

309—310 

-«кризис» II: 360 

-мутации в сегментах дцРНК II: 

308—310 

-поддержание в культуре клеток 

I: 296 

-развитие I: 295 

-реовирусная II: 308—310 

-схема развития II: 310 

-хлорид аммония II: 310 

- цитопатический эффект II: 

309 

-состояние иммунодефицита I: 

294 

— прикрепление вируса I: 127—128 

— продуктивная I: 126, 332—333, 366 

— проникновение вируса в клетку I: 
128 

— раздевание вируса I: 128—129 

— реовирусная, поражение печени II: 
315 

— рестриктивная I: 127 

— субклиническая папилломавирусная 
(СПИ) I: 351—352 

— хроническая I: 293, 434, 437 
Искусственные пустые частицы (ИПЧ) 

II: 236 

Искусственный верхний компонент 
(ИВК) II: 236 

Капсиды, сборка у пикорнавирусов II: 
234 

Капсомер(ы) I: 63; II: 267, 269 
Кардиовирусы И: 193, 218, 221, 222, 
223 
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Картирование вирусных геномов I: 
219—223 

-карты обмена сегментами I: 

219— 220 

-рекомбинационные карты I: 

219 

-рестрикционные карты I: 

220 — 221 

-транскрипционные карты I: 

222 

-трансляционные карты I: 223 

-физические карты I: 221 — 

222 

— геномов аденовирусов III: 120— 
121, 149, 155—156, 164—165 

— РНК, «олигонуклеотидные отпечат¬ 
ки пальцев» I: 267 

Карцинома Люкке I: 337 

— первичная гепатоцеллюлярная (ге- 
патома) III: 307—308, 309, 314— 
317 

Кератит герпетический у кроликов II: 
91, 105 

Кератиты герпетические II: 99—100 

-применение интерферона II: 

124 

--эпителиальные II: 113 

Кератоконъюнктивиты эпидемические 
(ЭКК) HI: 103 

— — применение интерферона II: 124 
Киллеры естественные (NK), влияние 

интерферонов II: 19—20 
-неспецифическая иммунная за¬ 
щита И: 5, 20 

-развитие иммунитета I: 290,292 

--цитотоксическая активность II: 

19—20 

Клетка-хозяин, воздействие пикорна- 
вирусов II: 222—229 
-тогавирусов II: 359—360 

— и вирусы, взаимодействие I: 215 — 
219 

— метаболизм I: 286—287 

■-при заражении рабдовирусами 

II: 439—441 

— подавление синтеза белков II: 
226—227 

— синтез белков I: 286 

— эволюция I: 172, 175 

В-клетка, рецептор для антигена II: 
17 

Клетки кишечных микроскладок (М- 
клетки) I: 281 

— линии РСС4 III: 43, 44 

— почки новорожденного хомячка 
(ВНК) II: 344 

— «социальное поведение» III: 226 


— с трисомией по хромосоме 21, ре¬ 
цептор интерферона II: 56 

— эритролейкоза Френд II: 71—72 

— яичников китайского хомячка 
(СНО) II: 435 

-дефектные по ДГФР II: 

157 

— COS I: 244 

— L мутантные (линия LR) II: 309—• 
310 

В-клетки, дифференцировка II: 17 

— синтез иммуноглобулинов II: 6, 
17—18 

— трансформированные II: 24 
М-клетки I: 281 

Т-клетки II: 6—7, 16, 23, 24, 30, 305; 
III: 332—333, 334, 344, 347, 349, 
354, 358 

— активированные, поверхностные ан¬ 
тигены III: 333 

— иммунные функции III: 356—358 

— цитотоксические (Тс-клетки) II: 12, 
14—16, 23—25, 146, 147, 148, 149, 
150 

Td -клетки II: 22, 160 
Клеточная архитектура, связь с мета¬ 
болизмом вирусов I: 307—325 

— линия лимфобластов Namalva, ге¬ 
ном вируса Эпштейна—Барр II: 120 

-МО III: 336—337 

— пролиферация, воздействие интер¬ 
феронов II: 119 

Клеточные мембраны, воздействие гер- 
песвирусов III: 225—227 

— структуры и метаболизм вирусов I: 
313, 315 

— эффекторные механизмы II: 19—21 
В-клеточные линии перевиваемые II: 

24 

В-клеточный ответ II: 9, 17—18 
Т-клеточный лейкоз/лимфома взрос¬ 
лых (ТЛВ) III: 333, 336, 337, 342, 
343, 344—345, 347, 355 
- горизонтальное распростра¬ 
нение ретровирусов III: 370 

— лейкоз Сезари III: 344, 345 

— ответ, индукция II: 11—13 
-пролиферативный II: 13 

— фактор роста (ТКФР), рецепторы 
I: 254; И: 13; III: 332—333, 334, 
345, 352, 354 

Клонирование вирусных структурных 
генов I: 224 

— рекомбинантных ДНК I: 235—237 
Ковалентные связи, разрыв и воссое¬ 
динение I: 196 

Колифаг р2 I: 147 

— р4 I: 147 
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Комплемент, альтернативный (ампли- 
фикационный) путь активации И: 
26, 27, 28, 29 

— классический путь активации II: 
26, 27, 28 

— лизис клеток II: 28 

— нейтрализация вирусов антитела¬ 
ми II: 27 

Комплементационный тест (тест на 
комплементацию) I: 193, 194 
Комплементация I: 193—196 

— аллельная (внутригенная) I: 194 

— асимметричная (односторонняя) I: 
194 

— индекс I: 193 

— неаллельная (межгенная) I: 194 
Конверсии I: 145 

Конверсия лизогенная I: 169 
Кондиломы, папилломавирусы челове¬ 
ка I: 351 

Коревая энцефалопатия II: 127 
Коронавирусы III: 5—23 

— абортивные инфекции III: 13 

— гликопротеин El III: 8—9, 18, 19, 

21 

-Е2 III: 9—10, 13, 18—19, 21 

— животных III: 10 

— нуклеокапсиды III: 8, 20, 21 

— общая характеристика III: 5—7 

— почкование III: 20—21 

— природные хозяева III: 6 

— размножение III: 11—13 

— репликация III: 13—22 

-синтез минус-цепи РНК III: 16 

• -плюс-цепи РНК III: 16—17 

•— РНК-зависимая РНК-полимераза 

III: 17 

— сборка вирионов III: 20—22 

— свойства I: 40—41; III: 6 

— синтез геномной РНК III: 16—17 

• -структурных и неструктурных 

белков III: 17—19 

— структура вирионов III: 7—10 

— тропность III: 13 

— функции гликопротеинов III: 9 

— человека III: 10—11 
Корь I: 293, 297 

Краснуха врожденная, лечение интер¬ 
фероном II: 126 
Кросс-реактивация I: 209 
Куру I: 296; III: 383, 389, 390—411, 
427, 429, 431, 432, 437, 439 
—аутоиммунные антитела III: 427, 
429 

— генетическая гипотеза III: 407 

— изменения в нервной системе III: 
398—401 


— инкубационный период III: 391, 
402, 408, 409 

— клиническое течение III: 392—398 

— конечная стадия III: 397—398 

— механизм распространения III: 403 

— общая характеристика III: 390— 
391 

— происхождение III: 431—432 

— распространение III: 431—432 

— сидячая стадия III: 397 

— смертность III: 394, 396, 398, 402 

— способы передачи III: 404—405, 
407—409, 410 

— сходство со скрейпи III: 407 

— у шимпанзе III: 406, 407, 408 

— фибриллы, связанные со скрейпи 
(ФСС) III: 387, 427, 439 

— ходячая стадия III: 392—397 

— эпидемиология III: 402—403 

— этиология III: 406—411 
Кэпирование нуклеотидов II: 118 

— мРНК реовирусов II: 281—282 
«Кэпирование» (кэпинг), перераспре¬ 
деление поверхностных компонен¬ 
тов II: 70, 301 

Копирующие ферменты реовирусов II: 
281—282 

Кэп-связывающий белок, инактивация 
при вирусной инфекции I: 286 

— комплекс (КСК) II: 226 

— фактор II: 226 

Кэп-структура на мРНК клетки-хозяи¬ 
на I: 286 

Латентные инфекции I: 294, 295, 297; 

III: 87—90 
Лейкоз кур I: 434 

— лимфоидный острый И: 127 
Лейкозные вирусы I: 216 
Лейкоцитарный интерферон II: 124, 

125 

Лейкоэнцефалит прогрессирующий 
очаговый I: 16 

Лейкоэнцефалопатия прогрессирую¬ 
щая очаговая (ПОЛ) I: 297, 344 
Лентивирусы I: 437 
«Лидерная» последовательность I: 92 
Лизис зараженных вирусом клеток 
II: 28—29 

Лизогения I: 14, 144 
Лизогенная конверсия I: 169 
Лизогенные вирусы I: 144—145 

— фаги I: 145 

Лимфатический путь, распростране¬ 
ние вирусов I: 282 

Лимфобластный интерферон II: 120 
Лимфобластоидные клетки II: 52 

— линии клеток II: 47 
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Лимфокины I: 290; II: 13, 72; III: 352 
Лимфома Беркита, роль вируса Эп¬ 
штейна— Барр I: 337, 359, 405, 406, 
411 

— Ходжкина I: 350 

Лимфомы В-клеточные человека I: 
473 

В-лимфомы кур I: 464, 465, 466 
Т-лимфосаркоматозный лейкоз III: 334 
Лимфоцитарный хориоменингит 

(LCM) I: 171, 283, 293 
Лимфоциты II: 6; III: 189 

— больных гепатитом В III: 310 

— большие гранулярные (БГЛ) II: 
19 

— взаимодействие с реовирусами II: 
305 

— периферической крови человека 
(ЛПК) II: 19, 20, 21, 23 

В-лимфоциты III: 189, 350, 364 
Т-лимфоциты II: 6, 14, 116; III: 189 

— иммунные I: 291 

— цитолитические (ЦТЛ) I: 291 

— цитотоксические II: 8, 14—16, 305— 
306, 402 

— человека III: 334, 344, 349, 350 — 
352 

Т-лимфоциты-супрессоры I: 291 
Литический цикл репликации I: 286; 
III: 40, 117—118 

Лишай опоясывающий, видарабин II: 
102—103 

Макрофаги, вирусная инфекция I: 289, 
292 

— гиперчувствительность замедлен¬ 
ного типа II: 21—22 

— презентация антигена II: 10—11 

— развитие иммунитета I: 290 

— фактор активации макрофагов 
(ФАМ) II: 72 

-торможения миграции макрофа¬ 
гов (ФТМ) II: 22 
Маргинация хроматина II: 225 
Метаболизм вирусов, архитектурные 
аспекты I: 324—325 

-и клеточные структуры I: 313— 

315 

Метилхолантрен I: 414 
Метилхолантренэпоксид I: 414 
Метисазон (N -метилизатин-Р-тиосеми- 
карбазон) II: 131 

Механизм внедрения, упаковка вирус¬ 
ной РНК II: 239—240 

— разрыв — воссоединение I: 197, 198, 
201, 207, 209 

Микротрубочки, взаимодействие с аде¬ 
новирусом I: 322—323 


Миксовирусы I: 20, 84, 87 

— белки нуклеокапсида II: 453 
- оболочки И: 453—454 

— гемагглютинин II: 146 

— группы II: 446—447 

— морфология II: 448—451 

— нуклеокапсиды И: 448 

— обзор II: 447—454 

— организация генома II: 451—453 

— подавление размножения II: 58 

— функции II: 454 
Миссенс-мутации II: 169—171 
Молекулярное клонирование ДНК 

вируса гепатита в (НВѴ) III: 298 
Мононуклеоз I: 270, 359, 369 
Моноцистронные мРНК I: 129, 132, 
133; II: 428 

Москитная лихорадка I: 274 
Мультиплоидные вирусные частицы I: 
210 

Мутагенез вирусных ДНК in vitro I: 
250—256 

— инсерционный, индуцированный ви¬ 
русом I: 464—465 

— сайт-специфический I: 253; III: 163, 

164, 212 

-рестрикционные эндонуклеазы 

I: 224—225, 253—254 

- синтетический олигонуклеотид 

I: 254 

— специфических последовательностей 
ДНК in vitro I: 250 

— спонтанный I: 186 

-скорости I: 186 

Мутагены I: 187—188 

— кривая зависимости действия от до¬ 
зы I: 187 

Мутант, определение I: 185—186 
Мутанты аденовирусов по кругу хо¬ 
зяев (hr- мутанты) III: 163—164, 

165, 274 

-температурочувствительные III: 

104, 165—166 

— -условно-летальные III: 163 

— герпесвирусов III: 208, 209 

-условно-летальные III: 208, 

211—212 

— делеционные I: 191, 195; И: 174, 
175, 177, 178, 468 

-вирусов животных I: 251—253 

-реовирусов II: 308—310, 324 

— по морфологии бляшек I: 189 
-спектру хозяев I: 189; II: 469 

— синцитиальные (sj/n -мутанты) I: 
189; III: 226 

— с подвижным линкером I: 252 

— температурочувствительные ( ts - 
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мутанты) I: 189—190; II: 469; III: 
266, 267 

— типы I: 188—191 

— условно-летального типа I: 197 

— условно-летальные III: 208, 211 — 
212, 273—274 

— устойчивые к ингибиторам III: 274 

— холодоадаптированные (са-мутан- 
ты) II: 170, 171, 469 

— холодочувствительные (cs -мутан- 
ты) I: 190 

— цитоцидные I: 399 
Мутации делеционные II: 174 

— клеток L при персистентной инфек¬ 
ции II: 309 

— определяющие спектр хозяев (hr) 
II: 172 

— резистентные к моноклональным ан¬ 
тителам (mar -мутации) I: 256 

— точечные у вирусов животных I: 
253—254 

Мутация плейотропная I: 192 

— резистентности к гуанидину I: 204 
Мышцы, некротический миозит II: 317 

Наировирусы, гликопротеины II: 388 

— нуклеокапсиды II: 388—389 

— передача II: 369 

— размеры белков и РНК II: 370 

— родовые свойства II: 388—389 

— серологическая классификация II: 
388 

Налоксон, побочные эффекты интер- 
феронов II: 73 

Неаллельная (межгенная) компле¬ 
ментация I: 194 

Негативные бляшки, определение ко¬ 
личества ДИ-частиц I: 143 
Негативный геном РНК-содержащих 
вирусов I: 150, 156, 159; II: 425, 
475 

Негенетическая реактивация III: 248 
Нейраминидаза (NA) вируса гриппа 
I: 84, 100, 102—103, 117, 287, 288; 
II: 453, 469, 470, 471—473 

-активный центр I: 102, 103 

-антигенная структура I: 117 

-как фактор нейровирулентно¬ 
сти I: 287—288 

- каталитический центр II: 

472, 473 

- первичная структура И: 471, 

472 

— ортомиксовирусов и парамиксови- 
русов, связывание с клетками I: 
128 

— пикорнавирусов, разрушение ре¬ 
цепторов для вирусов II: 218 


Нейровирулентность II: 228—229 
Нейронный путь, распространение ви¬ 
руса бешенства I: 282—283 
Нейроны, рецепторы вирусного ге- 

магглютинина I: 285 
Нейрофибриллярные сплетения (НФС) 
III: 387, 437, 439, 440 
(10 нм)-нейрофиламенты III: 387, 409, 
417, 438, 440 

Нейтрализация вирусов антителами, 
влияние комплемента II: 27 

-серотипоспецифическая II: 

304 

Некроз коры головного мозга II: 313 
Некротический миозит II: 301, 317 
Неонатальная диссеминация II: 95 
Непермиссивная инфекция I: 445 
Непермиссивные клетки I: 126 
Нефропатия эпидемическая II: 392 
Новые вирусы, происхождение I: 273— 
276 

Нуклеиновые кислоты, электрофоре¬ 
тическая подвижность I: 204 
Нуклеозидтрифосфат-фосфогидрола- 
за (нуклеотидфосфогидролаза) II: 
280, 282 

Нуклеоид I: 408, 409, 436; III: 248, 
249 

Нуклеокапсид I: 55, 56, 81, 84, 89, 129, 
137, 157, 318, 319; II: 258, 353, 357, 
371, 388, 390, 419; III: 9, 191, 299 

— белки I: 318 

— белок N I: 157—158 

— вируса везикулярного стоматита 
(VSV) I: 75; II: 420 

-герпеса (герпесвируса) I: 137; 

III: 191 

-леса Семлики I: 87 

-Сендай, белки L, Р и NP II: 453 

— спиральный I: 157; II: 419, 447 
Нуклеокапсиды буньявирусов II: 369, 

372 

— внутренние аренавирусов II: 394 — 
395 

— миксовирусов II: 448 

— нитевидные I: 56 

— сборка вирионов I: 137 

— тогавирусов II: 357—358 

— флебовирусов II: 385 
Нуклеотидные последовательности 

II: 202, 461; III: 260 
Ньюкаслская болезнь II: 475 

Обезьяний вирус 40 см. Вирус SV40 

-В II: 106 

Оболочки вирусные I: 86—92 

- слияние с клеточной мембраной 

I: 86, 105—109 
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Олигонуклеотиды у реовирусов II: 
274—275 

Олигосахаридные цепи гликопротеинов 
II: 355 

Олигосахариды, процессинг II: 356 
Онковирусы, вид-хозяин I: 439 

— классификация I: 437—439 

— морфология и морфогенез I: 439 
-С-типа I: 440 

Онкоген вирусный v-myb I: 471 
- м-тус I: 405, 411 

— клеточный с -туе I: 405, 411, 464, 
466 

Онкогенез I: 410—413 
Онкогенные РНК-содержащие вирусы 
I: 433. См. также Онковирусы и 
Ретровирусы 

Онкогенсодержащие ретровирусы I: 
468 

Онкогены вирусные I: 14, 216, 470 

— классы I: 472—473 

— клеточные I: 15, 145—146, 340, 411, 
412, 436, 466, 470, 472, 473—474 

-с -ras I: 471 

— ретровирусов I: 410, 411, 435, 443— 
444, 465, 468, 469 

/ас-Оперон, промоторы I: 238—239 
Опоясывающий лишай, вирус ветря¬ 
ной оспы I: 270—271 

-диссеминированная форма II: 

94 

-угнетение иммунной системы I: 

270; II: 92 

Опухолеродные вирусы I: 268, 329— 
330 

-влияние интерферона на размно¬ 
жение II: 64—66 

-ДНК-содержащие, активация 

клеточных генов I: 413 
- влияние интерферона на ви¬ 
рус SV40 II: 58, 59, 62, 64—65. 
См. также Вирус SV40 

-классификация I: 330—332 

-природный и эксперименталь¬ 
ный онкогенез I: 341—363 

- пути онкогенеза I: 410—415 

-размер генома I: 333 

-семейства I: 330—331 

-свойства I: 332—333 

-трансформация клеток I: 

333—334, 336, 338, 341„ 345, 363, 
368, 371, 376, 389—392, 395, 397, 
403—407, 410, 412 

-трансформированные клет¬ 
ки I: 333, 335, 337, 342—343, 350, 
354, 364, 367, 371, 377, 390, 396, 
402, 413 

-трансформирующие гены I: 


333, 336, 340—341, 354, 365, 387, 
407, 410—413 

-функция иммортализации I: 

412 

Опухоли, ассоциируемые с вирусами 
I: 268 

— вирусные онкогены I: 14 

— индукция вирусами I: 14, 329 
Орбивирусы II: 258, 262, 267 

— белки II: 259 

— вирулентность II: 260 

— геном II: 259—260 

— заболевания у животных II: 262 

— репликация II: 260—262 

— структура II: 258—259 

— физико-химические свойства II: 
259 

Ортомиксовирусы II: 446—473 

— актиномицин D II: 459, 463 
*— антирецептор I: 127 

— белки Р И: 480—482 

— геномная РНК I: 132 

— нуклеокапсид вируса гриппа II: 
470—471 

— организация генома II: 451—453 

— проникновение в клетку I: 128 

— размножение I: 133 

— репликация II: 455—473 

— сравнение с парамиксовирусами II: 

447—454 

Ортопоксвирусы III: 248, 261, 264 
Ортореовирусы II: 257, 258 
•— белок X 3 II: 261 

— геном II: 259 

— мРНК II: 260 

— сборка II: 261 

— связывание с клеткой II: 260 

— структура II: 258—259 

— транскрипция II: 261 

— эндосомы II: 260 

Остеогенная саркома, применение ин¬ 
терферона II: 38 
Тс-ответ II: 15, 159—160 

Пактамицин, построение карты генома 
вируса полиомиелита I: 184, 223 
«Пактамициновое картирование» I: 
223 

Панэнцефалит подострый склерози¬ 
рующий (ПСПЭ) I: 16, 297; II: 31, 
127; III: 431, 438 

Папилломавирусы I: 330,331,333,336, 
345—352, 376—384 

— геном I: 333, 345 

— животных I: 346—348 

— крупного рогатого скота (ВРѴ) I: 
245, 347, 376, 378,, 379—381, 383— 
384 
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- -челночные векторы I: 336, 

379 

-- экспрессия генома I: 379 

•— образование опухолей I: 345,346— 
347, 348—349 

— репликация I: 336, 345 
-ДНК I: 377—379 

— свойства I: 333, 345—346 

■— трансформация клеток I: 345 

— человека I: 348—352 

•-нуклеотидные последователь¬ 

ности ДНК I: 383—384 

-развитие рака I: 349—352 

■-экспрессия геномов I: 381—383 

Папилломатоз гортани I: 352 
Папилломы I: 346, 348, 349, 351, 352 

— человека I: 348—352 

Паповавирусы I: 77—79, 165—166; 

III: 30—57. См. также Полиомави- 
русы и Вирус SV40 

— геном I: 125, 135 

— ДИ-геномы I: 165—166 

— ДНК I: 55, 77, 79 

— клонированные геномы I: 241 

— кольцевые геномы, точечные мута¬ 
ции I: 253 

— нуклеосомы I: 55, 79 

— раздевание I: 129 

— сборка и созревание I: 136 
Парамиксовирусы, антигены II: 447, 

459 

— белки оболочки II: 453 

— вирус-индуцированное слияние II: 
481 

— геном II: 450, 451—452 

— геномная РНК I: 132 

— гетерозиготность II: 479 

— морфология II: 448 

— нейраминидаза I: 128 

— нуклеокапсиды И: 448 

— проникновение в клетку I: 128 

— протеолитическое расщепление 
белка F I: 285 

•— распределение функций между 

гликопротеинами II: 454 

— репликация II: 473—481 

-генетические взаимодействия II: 

478—480 

-гликопротеин F II: 474 

-РНК II: 477—478 

- транскрипция и трансляция II: 

475—477 

— сборка вирионов II: 480—481 

— фенотипическое смешивание II: 
479 

— ферменты синтеза РНК II: 453 
Парвовирусы III: 67—96. См. также 

Адено-ассоциированные вирусы 


— автономные III: 73, 74 

-репликация ДНК III: 78—79, 

80—81 

-синтез РНК III: 83—84 

— геном III: 69—72 

— репликация ДНК III: 75—82 
Паркинсонизм III: 427 

Патогенез вирусных инфекций I: 277— 
298 

• -общие принципы I: 278—280 

• - распространение вируса I: 

282—284 

— реовирусов II: 294—310 
Пейеровские бляшки I: 281 
Пентоны I: 79, 80; III: ПО, 111 
Пепломеры у тогавирусов II: 345 
Пептид(ы) заякоривающий(е) I: 95, 

96, 99 

— сигнальный I: 92, 93 
Перитонит II: 317 

Пермиссивность клеток, отличие от 
восприимчивости I: 128 
Пермиссивные клетки I: 126, 127; III: 
203 

Пикорнавирусы I: 74, 130, 136, 162 — 
163; II: 190—241 

— антигенная трансформация N —Н 
II: 236—237 

— антигенные участки II: 209 

— антирецепторы И: 208, 220, 221 

— вирион И: 199—207 

— воздействие на клетку-хозяина II: 
222—228 

-метаболизм макромолекул II: 

222, 224 

— генетическая рекомбинация II: 

198_199 

— геном И: 194, 195, 196, 197, 202, 

223, 229 

-свойства РНК II: 195 

-синтез РНК II: 229—231 

• -структура РНК II: 194—198 

— делеционные мутанты II: 177 

— ДИ-частицы I: 162—163 

— капсид II: 202, 208 

— классификация II: 191—194 

— клеточные рецепторы И: 211, 217, 
218—219, 222 

— молекулярная биология II: 190— 
191 

— морфогенез II: 233—240 

— нейровирулентность II: 228—229 

— протомер II: 201—202, 208—211 

— репликация генома I: 125 

— серотипы II: 209 

— синтез белков клетки-хозяина II: 
226—227 

-- клеточной РНК II: 225—226 
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— физические свойства II: 193—194 

— цикл размножения II: 211—214 

- репродукции I: 126 

Плазматические мембраны клетки, 

влияние интерферонов II: 70 
Плазмидная ДНК, слияние бактери¬ 
альных и эукариотических клеток 
I: 240 

Плеоморфизм II: 448 
Повреждения клеток II: 308 
Позитивный геном РНК-содержащих 
вирусов I: 130—132 
Поксвирусы I: 20, 127, 130, 135, 136, 
168, 241—242, 246; II: 96, 131; III: 
246—275 

— антирецепторы I: 127 

— геном III: 253—256, 264 

— ДНК I: 130, 135, 241—242, 246 

— ДНК-геном I: 246 

— классификация III: 246—248 

— мутанты, устойчивые к ингибито¬ 
рам III: 274 

— мутации III: 273—274 

— отсутствие сплайсинга III: 258 

— поздняя транскрипция III: 266— 
268 

— полипептиды III: 250—251 

— раздевание I: 129 

-- ранняя транскрипция III: 257—260 

— репликативный цикл III: 256—272 

— РНК-полимераза III: 251, 258 

— сборка и созревание I: 136 

— синтез белка III: 272—273 

— тимидинкиназа III: 261 

— ферменты III: 251—253 

— химический состав III: 249—250 

— цитоплазматические центры ре¬ 
пликации ДНК III: 264 

Поликарионы (синцитий) II: 481; III: 
363 

Поликариоциты III: 225 
Полимераза, образование дефектного 
интерферирующего вируса I: 211 

— «прыжки» I: 163 
Полимиозит III: 436 
Полиморфизм вирусов III: 366—367 
Полинуклеотидлигаза III: 264 
Полинуклеотид-пирофосфатазная ак¬ 
тивность II: 282 

Полиовакцина II: 26 
Полиовирус I: 315—318. См. также 
Вирус полиомиелита 
—• процессинг белка I: 315 
Полиомавирусы I: 77, 78, 330, 331, 
334—335, 343—344, 366—376. См. 
также Вирус полиомы мышей и 
Вирус SV40 


— большой Т-антиген I: 334, 335, 367, 
368—373, 376 

— животных I: 343—344 

— малый Т-антиген I: 334, 335, 368, 
370—373, 376 

— организация и экспрессия транс¬ 
формирующих генов I: 366—368 

— свойства I: 332, 333 

— средний Т-антиген I: 335, 368,370— 
375 

— трансформация I: 333, 344, 364, 

366 

— человека I: 344 
Полиомиелит II: 29, 151, 217, 236 
Полиплоидия II: 448, 470 
Полипротеин, расщепление II: 197, 

211, 231—233 

— синтез II: 211, 231—233 

— слитный gag-pol I: 459 
Полирибонуклеотиды двухцепочечные 

синтетические как индукторы ин¬ 
терферона II: 49 
Последовательность ТАТА I: 252 
Посттранскрипционный контроль III: 
216 

Почкование I: 84, 86, 137, 460; II: 65, 
358—359, 394, 401; III: 20—21 
Праймер пептидный II: 154 
Праймирование II: 53, 117 
Природные пустые капсиды (ППК) 
II: 236 

-сборка И: 237 

-типы II: 240 

Природный верхний компонент II: 236 
Провирионы II: 239 
Провирусная гипотеза I: 435 
Провирусы I: 435, 455—457, 458 

— лейкоза мышей Молони (Мо- 
MuLV) I: 463, 464 

— свободные линейные ДНК I: 456, 
457 

— эндогенные I: 447, 462—463 
Прокапсид I: 136 
Промотор транскрипции I: 238 

— tad: 238, 239 
/гр-Промотор I: 238 
Протеинкиназа I: 374—375 

— индукция интерферонами II: 62— 
63, 69 

Противовирусная активность, опреде¬ 
ление in vitro II: 90 

— терапия клиническая II: 92—95 
-специфическая диагностика 

II: 92—93 

— химиотерапия II: 89—132 
Противовирусные препараты II: 89— 

91 

-механизмы действия II: 89—90 
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-модели для испытания на жи¬ 
вотных II: 91 

- разрешенные в настоящее время 

II: 95 

*-токсичность II: 94 

«Прыгающие репликазные комплексы» 
I: 154, 156 

Псевдовирионы I: 148 
«Псевдореверсия», возможный меха¬ 
низм II: 323 

Псевдоревертант I: 211, 212; II: 321, 
323 

Псевдотипы I: 441; II: 479 
«— обнаружение I: 75 
■— образование I: 214 
Пуромицин II: 218 

Рабдовирусы, G -белок, II: 423, 426, 
436, 437, 438 

— L -белок II: 422, 426, 429, 434, 436 

— М-белок II: 422, 426, 437, 438, 439 

— N -белок II: 422, 426, 429, 430, 434, 
435, 438 

— NS -белок II: 422, 426, 427, 429,430, 
434, 435 

— выключение синтеза хозяйских бел¬ 
ков II: 441 

-РНК и ДНК II: 440—441 

— геном II: 418, 427 

— геномная РНК I: 132; II: 418, 426 

— гликопротеин II: 422—423, 436 

— делеционные мутанты II: 420 

— дефектные интерферирующие ча¬ 
стицы (ДИ-частицы) II: 420—421, 
430, 431, 432—433 

— классификация И: 418, 419 

— лидерная РНК И: 425—426, 440 

— метаболизм клетки-хозяина II: 
439—441 

— /s -мутанты И: 422, 429, 430, 438, 
440, 442 

— персистентная инфекция II: 441— 
443 

— подавление размножения интер¬ 
фероном И: 58 

— регуляция синтеза РНК II: 429 

— репликация II: 428—432 

— рибонуклеокапсид II: 418 

— рибонуклеопротеин (РНП) И: 419, 
434, 435 

— мРНК II: 425, 426, 434 

— РНК-зависимая РНК-полимераза 
II: 418, 419 

— сборка вирионов II: 438—439 

— структура II: 418—419 

— транскрипция II: 425 

— трансляция вирусных мРНК II: 441 

— эндоцитоз II: 424 


-опосредованный рецепторами II: 

424 

Радиоиммунный анализ I: 17 
Размножение вирусов, фаза созрева¬ 
ния I: 126 

-эклипсная I: 126 

— клеток, ингибирующее действие ин- 
терферонов II: 37—38, 67—68 

— пикорнавирусов, латентный период 
(эклипс-фаза) II: 213 

- экспоненциальная фаза II: 213 

Рак мочеполовых путей человека I: 
336, 350—351 

— носоглотки I: 337, 359 

— первичный гепатоцеллюлярный I: 
339, 363 

— роль аденовирусов I: 355 
-герпесвирусов I: 337 

-папилломавирусов I: 348, 349— 

352 

— шейки матки I: 338, 348, 349, 351, 
357, 358, 359 

Раковая опухоль предстательной же¬ 
лезы I: 359 

«Распознающие сигнал частицы» 
(РСЧ) I: 93 

Реактивация генетическая I: 209 

— негенетическая III: 248 
Реассортантные вирусы гриппа А II: 

170 

Реассортанты II: 170, 171, 172, 173 

— буньявирусов II: 379 

— генетические I: 280, 281 

— межтиповые II: 385 

— реовирусов II: 304, 316, 325—326 

— сегменты геномной РНК II: 321 

— PR-8 аттенуированные II: 173 
Реассортация генов II: 170, 172—173 

— геномов реовирусов II: 324—325 

— между дефектными и инфекцион¬ 
ными вирусами I: 173 

— перемешивание сегментов генома I: 
196 

Реверсия I: 188, 211—212; II: 323 

— интрагенная II: 323 

— экстрагенная II: 323 
Ревертанты /s -мутантов реовируса I: 

212 

Регуляция на уровне трансляции III: 
216—217, 267 

— транскрипции III: 267 
Рекомбинанты I: 198, 209 

— дикого типа I: 197—198 
Рекомбинационные карты I: 219 
Рекомбинация I: 196—209 

— внутримолекулярная I: 196, 197, 

207—208 

— внутрисегментная (генная) И: 468 
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— индекс I: 198 

— механизмы I: 207—209 

— незаконная I: 217 

— по типу «все или ничего» I: 197, 
199 

-механизму разрыв—воссоеди¬ 
нение I: 196, 197, 198, 201, 207 

— у буньявирусов II: 373, 378, 380 

-вируса гриппа II: 467, 468 

-вирусов с сегментированным ге¬ 
номом I: 197, 208—209 

-парамиксовирусов II: 478 

-ретровирусов I: 463—464 

-флебовирусов II: 386 

— in vitro I: 242 

Реовирусная инфекция I: 129, 287 

-диагностика II: 318—319 

Реовирусы I: 136, 164, 284—285; II: 
257—262, 265—326 

— белки II: 259, 269, 275—280 

-наружного капсида II: 276—279 

-сердцевины II: 279 

— взаимодействие с лимфоцитами II: 
305—307 

— гемагглютинация II: 283 

— двухцепочечная РНК (дцРНК) II: 
266—267, 272—274, 280, 281, 287, 
289, 291, 309 

— двухцепочечный сегментированный 
геном I: 134—135 

— заболевания животных II: 311 — 
317 

- человека II: 310—311 

— изменения клеточного метаболизма 
II: 293—294 

— инактивация II: 284 

— интерференция II: 321, 323 

— классификация II: 267—269 

— комплементация II: 321 

— круг хозяев II: 262 

— кэпированные мРНК II: 282, 289 

— кэпирующие ферменты II: 281—282 

— молекулярная эпидемиология II: 
320 

— морфология II: 269—270 

— мутанты делеционные II: 308, 324 
-прототипные I: 201 

- с измененной тропностью к 

ЦНС II: 165 

— /s -мутанты II: 307, 321, 429 

— некротический миозит II: 301 

— образование включений в клетках 
II: 291—293 

— одноцепочечная РНК (оцРНК) II: 
274—275, 291 

— олигонуклеотиды II: 274—275 

— очистка II: 283—284 

— патогенез II: 294—310 


-белок al II: 299 

- генетика распространения ин¬ 
фекции II: 298 

-гуморальный иммунный ответ 

II: 303—305 

-изменения и повреждения кле¬ 
ток II: 291—293, 301, 308 

-интерферон II: 307—308 

- клеточная и тканевая тропность 

И: 299—303 

-клеточный иммунитет II: 305— 

307 

-персистентная инфекция II: 

308—310 

-пути распространения инфек¬ 
ции II: 297—298 

— повреждение поджелудочной же¬ 
лезы II: 315—316 

--селезенки II: 315 

-миокарда II: 314 

— проникновение в клетку II: 285— 
286 

-организм хозяина I: 280— 

281 

— птиц II: 268 

— раздевание I: 129; II: 286 

— размножение I: 134 

— реассортанты II: 325—326 

— реассортация геномов II: 324—325 

— реверсия II: 323 

— рентгеноструктурный анализ РНК 
II: 277 

— репликация II: 260—262, 284—294 

— рецептор для связывания на лим¬ 
фоцитах II: 301 

— сборка, созревание и выход из клет¬ 
ки I: 136; II: 290—291 

— свойства II: 258 

— сегментированный геном I: 130, 
134; II: 259—260, 266, 267 

— серотипспецифическая гиперчув¬ 
ствительность замедленного типа 
(ГЗТ) II: 306 

— серотипспецифические Т-супрессо- 
ры II: 306 

— синдром карликовости II: 301 

— структура II: 258—259 

— супрессия I: 212—213 

— транскриптаза II: 280—281 

— транскрипция II: 286—289 

— трансляция II: 289—290 

— ферментативные активности II: 
280—282 

— физико-химические свойства II: 
259, 267, 271—272 

— цитопатический эффект II: 282, 318 

— чувствительность к физическим и 
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химическим воздействиям И: 271 — 

272 

Репликаза, модель «обратного копиро¬ 
вания» I: 154, 155 
«Репликазные частицы» II: 291 
Репликативная промежуточная форма 
(РПФ) II: 212, 230 

— форма (РФ) ДНК III: 80—81 

-РНК II: 230 

Репликация абортивная III: 161 

— литический цикл I: 286; III: 40, 
117—118 

— первичная I: 281—282 

— по механизму катящегося кольца 1: 
167 

— ретровирусов I: 440—441, 448—461 
-интеграция вирусной ДНК I: 

455—457 

-ранние события I: 449 

-синтез вирусных белков и сбор¬ 
ка вирионов I: 459—461 
-неинтегрированной (свобод¬ 
ной) вирусной ДНК I: 449—451, 
453—455 

-экспрессия вирусной ДНК I: 

457—459 

— РНК, отличия от транскрипции II: 
429—430 

— РНК-содержащих вирусов с нега¬ 
тивным геномом I: 132—133, 156, 
157; II: 458, 466—467, 475 

-позитивным геномом I: 

132; II: 212, 348—352 
Респираторно-синцитиальный вирус 
II: 478—479, 482 

Респираторные вирусные инфекции И: 
124 

Рестрикционные карты I: 220—221 
Ретровирусные белки I: 441 

— гликопротеины I: 445, 447 

Ретровирусы I: 133—134, 164, 329, 

433—474 

— амфотропные I: 445 

— вирусные онкогены ( ѵ-опс ) I: 216, 
440, 441, 443—445, 465, 468, 470— 
472 

-трансформирующие гены I: 435 

— в качестве векторов I: 445 

— геном I: 133, 164, 216, 246, 436— 
437, 448; II: 436 

— дефектные по репликации I: 441 
-трансформации I: 441 

— интеграция с клеточной ДНК I: 
455—456; III: 306 

— классификация I: 437, 439 

— клеточные рецепторы I: 445, 446, 
447, 449 


-трансформирующие гены (кле¬ 
точные онкогены) I: 473—474 

— компетентные по репликации I: 441 

— морфология и морфогенез вирионов 
I: 439—440 

— мутантные I: 247 

— необычные свойства I: 434—436 

— патогенность ѵ-олс-вирусов I: 465— 
473 

— первые изоляты I: 434 

— последствия инфекции III: 353— 
354 

— проникновение вирионов в клетки 
I: 449 

— размножение, влияние интерферона 
II: 65 

— распространение I: 447—448 

— рекомбинация I: 463—464 

— репликативный цикл I: 448 

— репликация I: 448—449, 450, 451, 
453 

— синтез вирусной ДНК I: 453—455 

— спектр хозяев I: 445—447 

— структура вириона I: 436 

— типа С I: 48, 216, 440, 448 

— трансформация клеток I: 216—217, 
435, 436 

— цикл репродукции I: 134 

— чувствительность к видарабину И: 
96 

— экзогенные III: 353 

— экотропные I: 445 

— экспрессия вирусной ДНК I: 457— 
459 

— эндогенные III: 353 

Рецепторы клеточные для вирусов I: 

127—128, 284—285 
Рибавирин II: 115 

Рибонуклеопротеин (РНП), плюс- в 
минус-геномные РНК II: 435 

— рабдовирусов II: 434, 436 
Римантадин И: 127—128, 129 
Риновирус человека, белок 3CD II: 

198 

Риновирусы, адсорбция И: 216 

— лошадей II: 192, 193, 218 

— рецепторы II: 218 

— человека И: 190, 192, 216, 221, 225 
-бляшки II: 207 

-протомер II: 201—202 

-цикл размножения II: 213 

Рифампицин III: 268, 274 
РНК буньявирусов большая (L) II: 
372 

-малая (S) II: 372 

-сегмент L II: 378, 379, 380, 383 

-МИ: 372, 375, 378, 379,380, 

382, 383 
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- S II: 372, 376, 378, 379, 380, 

382 

- синтез, влияние актиномицина 

D II: 374—375 
-средняя (М) II: 372 

— вируса везикулярного стоматита I: 
318 

-гриппа, репликация II: 477—478 

— вирусная, последовательности R, 
U3 и U5 I: 453 

- синтез III: 82—84 

-транскрипция I: 322, 323, 457— 

458 

— геномная, генетические маркеры 
сегментов II: 324 

-матрица для транскрипции и ре¬ 
пликации I: 132 

-пикорнавирусов II: 194—199 

■-белок-кодирующая область 

II: 197—198 

-генетическая рекомбинация 

II: 198—199 

•-механизм упаковки И: 239— 

240 

-связь с белком VPg II: 195— 

196 

-участок poly (С) II: 196 

--чувствительность к рибонук- 

леазе II: 194 

— — функция матрицы I: 131, 132 

— — электрофоретическая подвиж¬ 
ность сегментов II: 321, 325 

— двухцепочечная как индуктор ин¬ 
терферона II: 49 

— клеточная, метаболизм III: 224 

-подавление синтеза II: 225—226 

-синтез III: 224 

— полиовируса I: 315 

— реовирусов II: 266—267 

— репликативная форма (РФ) II: 230 

— ретровирусов I: 436, 448, 453, 

458—459 

— флебовирусов, сегменты L, М и S 
II: 385, 386 

— ядерная, подавление синтеза пи- 
корнавирусами II: 226 

— L и S аренавирусов II: 395, 397 
РНКаза L II: 60 

РНК-геном негативный II: 448, 451, 
468 

— сегментированный двухцепочечный 
I: 223 

РНК-геномы, спонтанные мутации I: 
186 

РНК-полимераза III: 258 

— II вируса гриппа II: 459—460 
-простого герпеса III: 206 


- пикорнавирусов, ингибирование 

а-аманитином И: 226 
-поксвирусов III: 267 

— РНК-зависимая (транскриптаза) 
II: 191, 280—281, 452, 458—459; 
III: 14, 17 

РНК-полимеразы, ингибирование а- 
аманитином II: 226, 447, 477 
РНК-содержащие вирусы I: 74, 130— 
135, 149—164, 207, 220, 222, 235, 
318, 433 

-генетическая рекомбинация II: 

198—199 

-геном II: 427 

-геномы ДИ-частиц I: 149—164 

-одноцепочечные I: 130—134 

-делеционные мутанты II: 177— 

178 

-клонирование генов II: 154 

-межтиповые скрещивания I: 

205, 206 

-однохромосомные I: 207 

-опухолеродные I: 145, 164. См . 

также Онковирусы 

-пикорнавирусы II: 190—241 

-с двухцепочечной РНК I: 130, 

134—135 

-негативным геномом, инфек¬ 
ционный цикл II: 425 

-несегментированным 

II: 477 

-репликация I: 156, 157; 

И: 475 

-одноцепочечной РНК I: 130—► 

134 

-сегментированным геномом 

I: 173 

-семейство Arenaviridae II: 366, 

392—403 

Ротавирусы И: 257, 258, 260, 262, 267 

— геном II: 259—260 

— диарея новорожденных II: 262 

— клеточные рецепторы II: 260 

— нейраминидаза II: 260 

— патогенез I: 280 

— мРНК II: 260, 261 

— связь репликации с эндоплазмати¬ 
ческим ретикулумом II: 262 

— структура II: 258—259 

— эндосомы II: 260 


Сайт инициации трансляции II: 196 
— присоединение полимеразы II: 427 
Сайт-специфический мутагенез I: 
224—225, 253—254; Ills 163, 164, 
212 

Сайты интеграции провирусов I: 466 
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— специфического связывания боль¬ 
шого Т-антигена III: 45, 49, 51 

Саркома Капоши I: 350, 359 
остеогенная II: 38 

Сборка вирионов I: 136—137; II: 

357—359, 438—439, 470—473, 480, 
481; III: 20—22, 156—159 

— вируса осповакцины III: 268—271 

— нуклеокапсида I: 157—158, 175 

— оболочки вириона II: 436 

— природных пустых капсидов (ППК) 
II: 237 

— реовирусов II: 261, 290—291 

— тогавирусов II: 343, 357—359 
Световой микроскоп, выявление суб¬ 
клеточных структур I: 307 

--тельца внутриклеточных вклю¬ 
чений I: 287 

Сегментированный геном реовирусов 
I: 130, 134; И: 259—260, 266 
Сегменты РНК буньявирусов II: 378, 
380 

Сердце, патологические изменения II: 
314 

Серологические тесты I: 265 
Серотипспецифическая гиперчувстви¬ 
тельность замедленного типа (ГТЗ) 
II: 306 

Серотипспецифические Т-супрессоры 
II: 306 

Сероэпидемиология HTLV-I III: 345— 
348 

Сигнал инициации связывания N -бел- 
ка с лидерной РНК II: 434 
Сигналаза II: 354, 355 
«Сигнальная последовательность» II: 
353 

Сигнальная последовательность III: 
19 

-р62 II: 354 

Симметрия вирусных частиц I: 58—64 

- икосаэдрическая I: 59—64 

-спиральная I: 58—59 

Синдром врожденной краснухи, лей¬ 
коцитарный интерферон II: 126 

— Герстманна—Штраусслера III: 416 

— Гильен — Барре II: 161 

— денге шоковый I: 290 

— карликовости II: 301, 316—317 

— маслянистой шерсти II: 316—317 

— приобретенного иммунодефицита 
III: 358, 436. См. также СПИД и 
HTLV-III 

— Сезари III: 333, 334 

— Чедьяк — Хигаши II: 20, 30 
Синтез вирусной ДНК I: 435, 449,452, 

453—455 

-РНК И: 230—231 


-роль мембран И: 230 

— ДНК аденовирусов III: 128, 139— 
146 

-вируса гепатита В III: 301, 304, 

305—306 

-клеточных II: 225; III: 116—117 

— РНК адено-ассоциированных ви¬ 
русов (AAV) III: 82—84 

-вируса гриппа А II: 453, 460 — 

462 

-Сендай, инициация II: 478 

-пикорнавирусов II: 229—230 

-кинетика И: 230—231 

- образование вирионов И: 

238—239 

-роль мембран II: 230 

- рабдовирусов, влияние лизосо- 

мотропных аминов II: 424 
Синтетические пептиды I: 116—117 

-как иммуногены И: 152—154 

Система комплемента, генетические 
повреждения II: 30 
Скелетные белки 1:311 
Склероз боковой амиотрофический III: 
437, 438, 439 

— рассеянный III: 436 

Скрейпи I: 296; III: 384, 389, 419— 
430, 433, 439, 440 

— амилоидные фибриллы III: 387, 

439 

— аутоантитела III: 387, 427, 429, 

440 

— генетический контроль инфекци- 
онности III: 424 

— изменения плазматической мембра¬ 
ны III: 421 

— патология и патогенез III: 421 

— передача возбудителя III: 419 

— специфический белок III: 425 

— сравнение с куру III: 407 

— устойчивость к инактивации III: 
425—426 

Скрещивания двухфакторные I: 198— 
201, 219 

— межтиповые I: 204—207 

— многофакторные I: 204 

— трехфакторные I: 201—204 
Слизистые оболочки, размножение ви¬ 
русов II: 149—150 

Слияние изнутри II: 481 

— клеток II: 146; III: 6, 9 

— клеточных мембран вирус-индуци- 
рованное II: 481 

— мембран I: 105, 106, 107, 108, 109; 
II: 474, 481 

-белок F вируса Сендай I: 105, 

107 

-пептид слияния I: 107, 109 
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— оболочки вируса с клеточной мем¬ 
браной I: 86; III: 14 

— VSV с мембраной II: 424 
Соматомедин II: 70 

«Спасение» вируса I: 441; III: 89— 
90 

Спасение маркера I: 145, 209, 241 — 
243, 256; III: 165, 274 

- картирование ^s -мутаций I: 221 

СПИД, антитела к HTLV-III III: 368, 
369 

— горизонтальное распространение 
ретровирусов III: 370 

— изоляты HTLV III: 337 

— Т-клеточная недостаточность III: 
358 

— клинические проявления III: 358 

— связь с HTLV-III III: 370 

— способы передачи III: 370 

— терапевтические подходы III: 371 

— эпидемиологические особенности 
III: 358 

Сплайсинг мРНК I: 368, 458—459; II: 

464; III: 125, 148, 150—151 
-вирус гриппа II: 477 

— транскрипта у ретровирусов I: 444 
Спумавирусы I: 437 

Структуры вирусных частиц спираль¬ 
ные и изометрические I: 55 
Субансамбли I: 56, 57 
Субклиническая папилломавирусная 
инфекция (СПИ) I: 351—352 
Супериндукция интерферона II: 52, 
117, 120 

Суперинфекция, повреждение тканей 
" II: 92 

— фагами, иммунитет I: 169—170 
Супрессия I: 211—213 

— интрагенная I: 212 

— экстрагенная I: 212 
Т-супрессоры (Ts) II: 6, 16—17 

— активность при гепатите III: 311 
Сыворотки больных СПИДом, антите¬ 
ла к HTLV-III III: 367—370 

Strong-stop -ДНК I: 452, 454 


Таксономия вирусов I: 20—52 

-универсальная система I: 21 — 

26 

Телеоцидин II: 42 

Температурочувствительные (ts) му¬ 
танты I: 189—190, 192, 204, 205, 
211; II: 48, 170, 469 

- буньявирусов II: 378—379 

-интерференция I: 211 

-межтиповые скрещивания I: 

205—206 


-рабдовирусов II: 422, 438, 440, 

442 

-рекомбинационная карта I: 200 

-реовирусов II: 307, 321, 322 

— мутации, картирование I: 205, 206, 
221 

Технология рекомбинантных ДНК 
II: 469 

Тимидинкиназа I: 295; II: 89; III: 205, 
260 

Тирозинкиназа, связывание с цитоске- 
летом I: 324 
Тогавирусы II: 343—360 

— адсорбция И: 344—346 

— взаимодействие с клеткой-хозяи- 
ном II: 359—360 

— вирус-специфическая биологическая 
активность II: 343 

— влияние интерферонов II: 58 

— геном(ы) I: 130; II: 344, 347, 348 

— ДИ-частицы II: 360 

— продукт трансляции I: 132 

— проникновение в клетки II: 345, 
346—347 

— репликация генома II: 343, 347— 
352 

— сборка И: 343, 357—358 

— синтез структурных белков II: 343, 
353—355 

— эндоцитоз II: 346—347 
Транс-активация I: 147 
Трансдукция генерализованная I: 

144—145 

— ограниченная I: 144 
Трансдуцирующие фаги I: 169 
Транскриптаза (РНК-зависимая РНК' 

полимераза) II: 191, 280—281 

458—459, 460; III: 14, 17 

— буньявирусов II: 374 

— вируса гриппа II: 459 

— клеточная I: 129 

— обратная (ревертаза) I: 16, 133— 
134, 236, 433, 434, 451—452; III: 
305 

— реовирусов II: 261 
Транскрипционные карты I: 222 

— сигналы I: 238 

Транскрипция абортивная II: 275,286 

— активация большим Т-антигеном 
SV40 I: 369 

— интерфероновых генов II: 45 

— модель регуляции I: 158 

— направление I: 366, 367, 465 

— обратная I: 164, 409, 413, 445 

— онкогена I: 465 

— переключение с ранней на позднюю 
III: 147—148 
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— поздняя I: 147; III: 48—49, 146— 
147 

— по консервативному механизму II: 
281 

— продукты I: 134 

— ранняя III: 91—94, 120—129, 257- 
260 

— регуляция III: 41—50 

— РНК нуклеокапсида в качестве ма¬ 
трицы I: 157 

— мРНК Р-ИФН II: 54 

— у вируса гриппа II: 458—465, 466, 
467 

-Сендай II: 476, 477 

- SV40 III: 49, 50, 322 

-рабдовирусов II: 425—429 

-реовирусов II: 286—288 

-тогавирусов II: 349, 350 

- VSV II: 427—428, 430 

— участок инициации I: 153; II: 275 
Трансляционные карты I: 223 

— сигналы Е. соіі I: 238 
Трансляция, аберрантные продукты I: 

160 

— вирусных матриц в клетке-хозяине 
И: 261 

— гибридизационный блок (HART) 
III: 104, 156, 165 

— ингибирование двухцепочечной 
РНК И: 60 

— первичная у коронавирусов III: 
15—16 

— подавление метилирования II: 64 

— полипротеин I: 131; II: 197, 229, 

427 

— мРНК в бесклеточной белоксинте- 
зирующей системе II: 68 

-^-интерферона II: 54 

— сайт инициации II: 196 

— субгеномной РНК альфавирусов II: 
353-355 

— у буньявирусов II: 374, 375 
-вирусов с позитивным геномом 

I: 131 

- реовирусов II: 289—290 

Трансплантаты костного мозга II: 24, 

112 

Трансфекция I: 240, 340 
Трансформация абортивная I: 367 

— антигенная N — Н И: 236—237 

— клеток вирусами животных I: 215— 
217 

-вирусом SV40 I: 215, 333—334, 

343, 344, 403; III: 56—57 

■-ДНК-содержащими вирусами 

I: 248—250, 329—415 

-опухолеродными вирусами I: 14, 

329 


- Т-антигены аденовирусов 

I: 389—390, 391—392 

-Е1В аденовирусов I: 

397—401 

- молекулярная биология 

I: 363—366 

- 12S-mPHK Е1А аденови¬ 
руса I: 396 

- 13S-mPHK Е1А аденови¬ 
руса I: 393, 395 

- функции трансформиру¬ 
ющих генов I: 340—341 

-ретровирусами I: 443—444, 471 

- COS I: 244 

— онкогенная (ростовая) I: 248, 340 

— опухолевая III: 34 

- one- гены клетки-хозяина I: 164 

— поддержание III: 35 
Трансформированные клетки I: 343, 

357, 358, 359, 398 

-общие свойства I: 341 

-репликация ДНК I: 377—379 

— клеточные линии I: 343, 359, 362, 
363, 371 

Трансформирующая область аденови¬ 
русов, организация и экспрессия I: 
386—389, 390 

Трансформирующие белки I: 333,365 

— гены в опухолевых клетках I: 473— 
474 

-организация и экспрессия I: 

366—368 

Триангуляционное число I: 63—64 
Трифлюридин (трифтортимидин) II: 
108, 113, 114 

Тропность клеточная и тканевая II: 
299; III: 308 

Универсальная система таксономии 
вирусов I: 21—26 
Упаковка генома I: 125, 461 

— бЗБ-полуоболочек II: 241 

— РНК, механизм II: 239—240, 241 
Условно-дефектные вирусы I: 148 
Условно-летальные мутанты III: 208, 

211—212, 273—274 

— температурочувствительные му¬ 
танты I: 190; III: 163 

Уукувирусы, передача клещами II: 369 

— родовые свойства II: 390—391 

— сегменты РНК II: 370 

— структурные белки II: 370 

УФ-инактивация, ингибирование 

транскрипции II: 427 
УФ-облучение вируса ньюкаслской бо¬ 
лезни II: 49—50 

— реовирусов II: 49, 284 

-индукция интерферона II: 50,307 
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-толерантности II: 306, 307 

— - подавление синтеза ДНК II: 293 

Участок инициации транскрипции I: 

153; II: 275 

— начала репликации III: 51—54 

фагоцитарные вакуоли II: 285 
Фагоцитоз («виропексис») II: 220,285, 
374 

Фактор активации макрофагов (ФАМ) 
II: 72 

— активирующий лимфоциты (фАЛ) 
II: 10—11 

— морфопоэтический II: 237—238 

— роста Т-клеток человека (TCGF) I: 
468 

-тромбоцитов (PDGF) I: 473; II: 

70 

-эпидермальный (ЭФР) II: 70 

— торможения миграции макрофагов 
(ФТМ ) II: 22 

Факторы роста инсулиноподобные 
(ИПФР) И: 70 

-нейронов II: 70 

-трансформирующие II: 70 

Фенотип вирусной мутации, супрессия 
I: 211—213 

Фенотипические тесты I: 251 
Фенотипическое смешивание I: 75, 
213—214 

-образование псевдотипа I: 214 

-у вируса гриппа II: 470 

-парамиксовирусов II: 479 

Ферментативные активности реови- 
русов II: 280 

Ферменты синтеза РНК паповавирусов 
II: 453 

Фибриллы амилоидные III: 387, 427, 
430, 440 

— связанные со скрейпи (ФСС) III: 
387, 388, 427—430, 439, 440 

Фибробластный интерферон II: 94, 116, 

120, 122 

Фибромы I: 347 
Фибропапилломы I: 347 
Фидживирусы И: 257 
Фитовирусы II: 257 
Фитогемагглютинин II: 42 
Флавивирусы II: 343, 344, 345, 358 

— белковый синтез вирус-специфиче- 
ский II: 359 

— внутренние везикулы II: 358 

— геном И: 344 
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